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Prefácio 


líhtfingtt Principias de Bioijuimku.lmcirã edição, éumj introdução a nos- 
so assumo favorito — e nosso esforço em tomá-lo seu. Ele foi planejado 
para cursos de um -dois semestres para estudantes com interesse principal 
em bioquímica e disciplinas relacionadas, bem como para estudantes de 
graduação que requeiram uma introdução mais extensa à bioquímica, e para 
estudantes nos programas de medicina, odontologia, veterinária e farmácia. 
Ao revisá-lo, fomos encorajados e ajudados por comentários úteis de mui- 
tos estudantes e professores ao redor do mundo que usaram a segunda edi- 
ção de nosso livro em uma das muitas línguas em que ele foi publicado. 

A bioquímica sofreu profundas alterações desde a última edição í 1993) 
do livra A terceira edição reflete essas alterações. Cada capitulo íoi revisto. 
Há capítulos novos e imeiramente reorganizados, tópicos novos ou muito 
expandidos que cobrem áreas de progresso recente, e muitas ilustrações novas, 
inclui mio um programa dc gráficos moleculares inteira mente novo. Fu n tos, 
eles perfazem mais de um milhar de ilustrações coloridas (diagramas, fotos, 
grafico* moleculares! nesta edição. Entretanto, nossa ambição nesta nova 
edição se estende bem além de uma simples atualização. Empregamos pelo 
menus o mesmo esforço em melhorar a nossa fundamentação. 

Alterações na Nova Edição: 

Conteúdo Revisado, Refinado e Atualizado 

A te redra edição evoluiu gradua Emente durante aqueles raros momentos 
calmos cm nossos escritórios, em passeios ao Lago Mexido t la, cm longas 
viagens de avião ao redor do mundo, em intervalos durante os jogos de 
futebol americano do badger,em conversações com colegas, durante tardes 
“livres" cm encontros científicos, Evolução não é revolução. Enquanto alte- 
rávamos o conteúdo extensivamente, nosso objetivo era manter as excelen- 
tes qualidades que levaram muitos usuários a amar os livros de Alhert Leh- 
ninger desde a primeira edição de Bioquímica lançada trinta anos atrás: 
prova clara e boas ilustrações, organização e desenvolvimento lógico das 
matérias, questões de estudo desafiadoras. Â organização do livro perma- 
nece fiel a uma ordem de apresentação que consistentemente lem se prova- 
do bem-sucedida por múltiplos edições deste livro, e que agora è familiar 
aos instrutores e estudantes de todo o mundo. À Parte 1 fornece uma série 
de fundamentos e capítulos introdutórios. A Parte II introduz as principais 
classes dc moléculas nas cduUs vivas. O metabolismo intermediário é apre- 
sentado na Parte 11 L O livro termina com uma discussão sobre as vias da 
informação na Parte IV, 

Entretanto, há algumas mudanças notáveis. Uma c a cobertura das 
proteínas e enzimas nos Capítulos 3-8. Os Capítulos 5 e 6 da segunda edição 
íbrain fundidos em um novo e atual Capítulo 5, que agora introduz as pro- 
teínas c alguns dos mais importantes métodos usados para analisá-las. Ü 
Capitulo f> é uma apresentação inteira mente revisada da estrutura, enovela- 
mento t desnaturação das proteínas, 0 Capítulo 7 focaliza as funções das 
proteínas. Desenvolvidos a partir de um suplemento publkádo para a se- 
gunda edição, estes novos capítulos exibem um tratamento expandido dos 
princípios subjacentes à ligação reversível de ligantes a proteínas, com uma 
discussão atualizada sobre a função da mioglobina, hemoglobina, imuna- 
globulinas e músculo, O Capitulo 8, que localiza a função das enzimas, foi 
também extensa mente revisado e atualizado. 



Capitule» novos e reorganizados, 
tópicos novos ou ampliados cobrindo o 
progresso recente, programa inteira- 
mente novo de gráficos 


Mantém a tradiçao dos admirados 
livros-texto de Albert Lehninger 


Os antigos Capítulos 5 e 6 foram 
fundidos em um novo e atual Capitulo 5 


Estrutura, enovelamento e desnaturação 
no Capitulo 6 


Novo Capítulo 7 sobre as funções das 
proteínas 


Novo capitulo sobre a btossínalização 
analisa um dos mais ativos campos de 
pesquisa da atualidade 


Fosforilaçáo oxida ti vã inteiramente 
revisada, incluindo o admirável 
mecanismo da ATP sirvtase 


Revisão extensa das vias 
de informação 


Novo material sobre NMR. 5ELEX. 
mkroarranjos de DNA e outros 
importantes métodos 



Seguindo um capitulo sobre membranas c transporte» um novo capi- 
tulo (Capítulo 13; Biossinalização) cobre uma das áreas mais ativas da pes- 
quisa atual em bioquímica: as transduções de sinais pelas quais as células 
detectam e respondem a sinais externos como hormônios, neurotransmis- 
sores» fatores de crescimento l- estímulos ambientais, Esse capitulo enfatiza 
as propriedades universais dos receptores e os mecanismos de transdução, 
incluindo aqueles para a visão, olfato e gustação dos vertebrados. O capitu- 
lo descreve também os mecanismos que regulam o eido cdular e JetaJha os 
efeitos das pmteinas regulai orlas alteradas» codificadas em oncogenes e ge- 
nes supressores de tumores. Finalmente, o capitulo de biossinalização for- 
nece a ponte entre a estrutura búiinolecular c a próxima parte do livro» o 
metabolismo intermediário. 

Os capítulos na Parte III { Bioeriergétka c Metabolismo ) foram atuali- 
zados para incorpofar os novos desemoh imentos na regulação metabólica, 
na estrutura das enzimas e dos complexos enzimif teos, c novos exemplos de 
doenças humanas que resultam do metabolismo defeituoso. O capitulo so- 
bre a fodbrUação oxidai iva e a foi ofosíor ilação jClapitulo (9) foi mteira- 
inentc rc trabalha do t agora inclui a informação recente sobre a estrutura 
dos complexos enzimátkos ligados ás membranas e o admirável mecanis- 
mo da ATP sintáse. Também usamos» nesse capitulo e em todo o livro, a 
rstequiometria larga mente aceita para a produção de ATP na fosíòrilação 
oxidai iva — de 2.5 ATP. por par de elétrons, a partir do NÀDH e 1,5 ATP a 
partir do FADH>, 

Os capítulos sobre as vias de informação, na Parte IV» foram sistema- 
ticamente revisados para refletir o rápido ritmo do avanço em muitas das 
áreas de pesquisa cobertas e para melhorar a ordem e o fluxo da apresenta- 
ção. Poucas áreas ficaram intocadas. Os destaques incluem uma nova apre- 
sentação do metabolismo do DNA. que inclui uma lista de discernimentos 
experimentais recentes, a cobertura expandida e atualizada da transcrição 
eucarlótica e da regulação da expressão dos genes, as descrições de novas 
informações concernentes à síntese de proteínas e á distribuição das protd- 
nas, c uma atualização da tecnologia coberta no capitulo final. 

Uma Visão Mais Detalhada dos 
Métodos Experimentais 

Uma compreensão da bioquímica moderna é impossível sem uma introdu- 
ção aos métodos experimentais que tornaram possível cada avanço princi- 
pal. Consideramos a metodologia tão intrínseca aos resultados que entrela- 
çamos descrições de muitas dessas importantes técnicas na apresentação dos 
conceitos t princípios que das revelaram. Há novos tópicos sobre métodos 
como NMR, espcctrometria de massa, 5ELEX e micToa iranios de DNA. As 
apresentações da cristalografia de raios X, do sequencia mento de proteínas 
c DNA, de métodos de hibridiraçào, síntese de prptideos e ácidos nudéicos. 
purificação dc proteínas, PCR e de muitos outros métodos foram melhora- 
das e atualizadas Uma lista completa dos métodos experimentais descritos 
neste livro pode ser encontrada no indíce remissivo, sob o titulo “Técnicas". 


Novo Ir aba lho de Arte Pedagógico 

A diferença mais imediatamente visível entre esta c a ediçáo anterior é a de 
muitas ilustrações novas de estruturas macro moleculares geradas por fean- 
Yves 5gm, biofísico e mestre de gráficos moleculares. Apoiados no encosto 
de braços da sua cadeira por muitas, muitas horas na frente do seu compu- 
tador, descrevemos o que gostaríamos de ver c lean-Yves conseguia mais do 
que esperávamos, Sgro tem sido nosso valioso parceiro nessa revisão, pro- 
duzindo imagens claras e bonitas que estão infimamente coordenadas com 
o texto c a arte. As mais de 200 imagens gráficas moleculares são todas 
novas, originais e exclusivas para este livro, Nossa habilidade em ilustrar os 
princípios bioquímicos com estruturas conhecidas foi muito aumentada 
pelas dramáticas melhorias nos métodos de resolução das estruturas ma- 


em moleculares por cristalografia de raios X e cspêctroscopia de ressonân- 
cia nuclear magnética. Os útílimos anos de pesquisa em biologia estrutural 
produziram uma profusão de estruturas de proteínas e ácidos nudéicos, 
ricas em detalhes moleculares. O progresso é daramente aparente quando a 
presente edição é comparada com a primeira edíçàõ í I »*TI> > de Bhtiuimfca 
de Lehningcr. que exibia um desenho de apenas uma proteína í miogíobi- 
na) com detalhe molecular 

Ênfase na Fundamentação 

Para ajudar os estudantes a navegar o oceano de informação em bioquími- 
ca, escrevemos com estes objetivos: 

# introduzir a linguagem da bioquímica, com explanações cuidadosas 
sobre a idéia, a origem e o significado dos termo*; 

♦ providenciar uma compreensão equilibrada do contexto fisico, qui- 
mko e biológico no qual cada biomolecub, reação nu via metabólica 
opera: 

* enfatizar, clara e repetidamente, os principais temas, especial mente 
aqueles relacionados á evolução, à termodinâmica, á regulação cã re- 
lação entre estrutura e função; 

+ explicar e conlextualizar as mais importantes técnicas que nos trouxe- 
ram a compreensão atual da bioquímica; e 

♦ manter o Interesse do estudante, desenvolvendo tópicos de uma ma- 
neira gradual e lógica; aproveitando cada oportunidade para apontar 
conexões entre processos; identificando lacunas em nosso conheci- 
mento que prometam desafiar futuras gerações de cientistas.; suprin- 
do o contexto histórico da seleção das principais descobertas, quando 
tal contexto for útil; e fornecendo em cada capitulo problemas desa- 
fiadores que requeiram do estudante trabalhar com dados ou situa- 
ções reais. 

As quatro partes de lehmnger Principias de Bioquímica^ em sua tercei- 
ra edição, foram planejadas com esses objetivos em mente. lemas que uni- 
ficam grupos de capítulos foram introduzidos na abertura de cada parte e 
reforçam o& capítulos individuais. A organização dos capítulos ajuda rá os 
estudantes a manter o foco nos temas principais e na informação essencial e> 
vrim. aumentar a a compreensão do estudante. Escrevemos introduções para 
cada capitulo que permitem uma auto-suficiência, de forma tal que um 
instrutor, ao utilizar este livro, não seja obrigado a ministrar seu curso na 
sequência exata do livro. Isso è especialmente verdadeiro para os capitulas 
intermedia nos sobre o metabolismo, em que existe uma variação conside- 
rável na sequência usada por diferentes professores. 

Os apêndices incluem uma extensa lista de abreviações encontradas 
na Literatura bioquímica e soluções para os problemas do final dc cada capí- 
tulo. O Glossário foi revisto e ampliado para fornecer definições de mais de 
800 termos importantes. 

Ao apresentar esta nova edição de Princípios dr Bioquímica i recebere- 
mos com prazer suas criticas, sugestões e comentários de qualquer espécie. 


Todos os gráficos e diagramas 
moleculares seguem um esquema de 
cores consistente ao longo do texto 



paq?raa70 


Novos Adendos e Problemas 
com Aplicações Práticas 

Para encora jar os estudantes a ir mais fundo 
nas aplicações e implicações da pesquisa bio- 
química. esia edição apresenta: 

+ Um maior número de adendos sobre a rele- 
vância da bioquímica na medicina, biotec- 
nologia e outros aspectos da vida diaria. 

♦ Novos problemas nos términos de cada ca- 
pitulo. que desafiam nt estudante* a aplicar 
o* princípios bioquímicos a questões do 
mundo real. 

♦ Problema* da RiOifuimica >m infernei, que 
colocam questões c apresentam estratégias 
para o encontro de respostas usando as fon- 
tes bioquímicas na World Wide Web. 


David L Nelson 
Michad M. Cox 


Notas da Terceira Edição Portuguesa 


Hã vinte anos, em I9S2, ocorreu a primeira edição de Principies of Bioche- 
mistry do Professor Àlbert Lester Lehninger que em pouco tempo ganhou a 
prestigiada condição de paradigma didático e texto de referência no ensino 
de Bioquímica. Pouco depois, cm 19&4, apresentamos a tradução para a 
língua portuguesa e ficamos felizes em verificar que, em seu âmbito, ela se 
manteve dentro da mesma condição. A continuidade desta obra foi mantida 
com a segunda edição na língua inglesa em 3993 e a nossa tradução dela em 
1 99?. Nestes últimos anos ocorreu um espantoso crescimento do saber cien- 
tífico e em nenhuma área isso foi tão evidente como na Biologia. Nesta, as 
aplicações práticas vêm sendo implantadas acompanhando passo a passo os 
avanços desse saber prindpalmente nos setores da medicina humana e vete- 
rinária, na agricultura e na nutrição, na produção industrial de drogas far- 
macêuticas c de outros empregos, além de miríades de outros. Esse progres- 
so implica a criação de termos novos, muitas vezes descritivos de funções de 
moléculas, de procedimentos laboratoriais, de características morfológicas 
celulares ou subcelulares... Quase invariavelmente esses termos inovadores 
nascem grafados no idioma inglês e não raro sua tradução e adaptação ao 
nosso idioma representam um problema com múltiplas escolhas. Assim, 
nesta edição, como nas anteriores, seguimos como normas orientadoras, 
mas não estritas: primeiro, sempre privilegiar o texto e o estilo com mais 
fácil acesso à compreensão do estudante de graduação, isto é, aquela pessoa 
que está realizando o seu primeiro contato com a Bioquímica por meio 
deste livro; segundo grafar a tradução dessas palavras novas na forma mais 
empregada pelos próprios bioquímicos na vivência diária dentro dos labo- 
ratórios, nas aulas de graduação e pós-graduação, nas conferências, durante 
as apresentações e conversas nos congressos, em trabalhos publicados em 
português e outras diferentes situações. Entretanto, as siglas foram manti- 
das como são grafadas em sua forma original pois a mudança para a forma 
correspondente ao português acarretaria grandes e inúteis dificuldades ao 
estudante quando da leitura de outros trabalhos em inglês. Pelo uso fre- 
quente e disseminado, algumas siglas novas sobreviverão e serão incorpora- 
das ã nossa língua, outras serão esquecidas. Ao prepararmos a terceira edi- 
ção portuguesa de Lehninger Princípios de Bioquímica ampliamos a equipe 
de tradutores o que tornou ainda mais seguro e preciso o texto ora apresen- 
tado, sem perda das qualidades características do anterior. Apesar dos cui- 
dados, atenção e carinho empregados na elaboração e revisão deste texto, 
acreditamos que correções podem ser necessárias e receber dos nossos leito- 
res a advertência para aquelas que forem notadas será uma distinção peta 
qual agradecemos desde agora. 
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Ferramentas e Técnicas 


O lexlo dotcrcve muitas técnicas usadas kj pesquisa bioquímica. j maioria Jjs 
quais csia com os resulladosdc *uj aplicação. Entre as iccmca* des- 

critas neste livro estio: 


0 trabalho com células e animais 
Acolha do o rg j n i*mo expe ri mental Í7- 1 M 
Genlnfugaçáo diferencial no isolamento das organcLu 
subcelulares 32-13 

Ultracminíugaç âo isopiemca no fraciona mento celular 32, 33 
Produ çào de ü ni maí s i ra nsgénkto 903 
Teste dc Ames para a mutageni cidade 747 

O trabalho com polipepf ideos e proteínas 

Separado cromatográfica de proteínas: afinidade, iroea iòntea, 
filtração em gel (exclusão pelo tamanho}* HPLC lüü-103 
Cínítka enzim ática para determinar K m 198-207, 
Adendo 8-1*215-216 

Quantificação da cooper atividade na ligarão da ligantc: 
diagrama de Hitl 168 

Análise de Scatchard da interação liga nie-p rolei na T 342» 
Adendo 13-1 

Eletroforese em gel de poliacrílamida com SDS (SDS- 
PAGEI 101 

Focal] zaçáo isocléttica de proteínas 104-!Q5 
Eletroforese de mistura de proteínas em geis de duas 
dimensões 104-105 

Transferência de proteínas para uma membrana* identificadas 
com anticorpo (“immunoblotting” w Western 
blolting") m - ISO 

ELISA rmjtyme-/inked fmmuruuorberit ossay'1 ou ensaio 
i m u nocomp] exo ligado à enz ima ) 179-180 
Radio imunoen saio (RIA) 694,696 
Seqüenria mento de proteínas pela degradaçáo de 
Edmair 109- L 12 

Espectrometria de massa (MS/MS), 113-115, Aderido 5-3 
espectrometria de massa por deuorçâo/ionização assistida 
par uma matriz ( M ALDl MS) 113 
especirornctria dc massa por ionizado e 
dctfopuEverização ( ESI MS) 113 
espectrometría de massa seqüencut 114-115 
Síntese química de peptideos L 16-117 


Canal 



O trabalho com DNA e RNA 

Simc4e química dç nligonudcoíideos 273 
SFXEX l**yslemalk rvoluiton of figands by cxpcmential 
enririunent* ou desenvolvimento sistemático de ligantcs 
por en riquectmen lo exponencial > HO L 
Cortando e ligando ONA 882 H84 
Comtrução dc vetores de clonagem e expressão 886 -887 
Clonando cromossomos hacierianos artificiais (BACs) 887 
Üunando longos segmentos de DNA em cromossomos de 
fungos artificiais (YACs) 894, 8% 

Plasmídio l'í como vetor dc clonagem em plantas 898-900 

1 1 Lbr id izaçâü dc colèn ias 888 , 892 

PCR rpoLymerase diain reaction, ou reação em 

cadeia da polimentte) para amplificar uma seque nua 
de DNA 8-87-889 

Microarranios de DNA 7 1 1 - 7 1 2 , 888, 893 
Sequência mento de DNA 27 1 '273 
Supercxpressáo dc genes elon atlos 893 
Impressão digital ou perfil dc DNA 890-891 
Impressão digital de ONA para identificar sítios de ligação de 
proteínas na DNA 775 
Mutagénesc sit to -dirigida 894-895 
Análise do polimorfismo de reslnçãode tamanhos dos 
fragmentos iRELP — “restriction fragment fenglh 
/Hilynrorphism analysii”}» 890, Adendo 29-1 
Transferência e identificação de 1>NA em membranas, 890- 
89 J, Adenda 29-1 

Terapia gènica humana, 897-898, Adendo 29-2* 902-903 

O trabalho com carboidratos, lipídios e membranas 

Extração de lipídios com .solventes orgânicos 295-296 
Análise de Lipídios por cromatogratia líquida gasosa (GLC) e 
cmmatngrafia de camada firta (TLCj 296* 297 
Detcf mirtação da estrutura dc lipídios por espeçtroroeina dc 
massa 298 

Análise de oligossacandeos e polissacarideos 243-245 
EJciromicrascopia por cnofratura de membranas, 307, 
Adendo 12-1 

Determinação da assimetria de membrana com sondas 
impermeáveis 307-308 

Flctm fisiologia do pinçarncmo da membrana para estudar 
Canais íònicos 334 

Análise dc hidrnpatia para detectar segmentos 
Itansmcmbrana 311-313 

As técnicas, físicas para a determinação de estruturas 

Determinação da estrutura protéica terciária por 
cristalografia de raios X, 138' 139, Adendo 6-3 
espectro pia de ressonância magnética nuclear, 139-141, 
Adendo 6-3 

Espcctrometria UV/visível e a lei de Limbert-Bcer, 93, Adenda 
5-1 

Determinação experimenta! do potencial de redução 4ílO r 41 H 


□aura 33á 


Aplicações e Explanações nos Adendos 


Os adendos exibidos ao longo do lexto fornecem informação suplementar so- 
bre aplicações da bioquímica, explanações de fenômenos biológicos fascinantes 
e outros tipos de enriquecimento aos estudantes. Aplicações ádkrónah da bio- 
química relacionadas ã saúde e I doença, ao meio ambiente, indústria, agricul- 
tura e outros campos aparecem «0 longo das páginas deste ttvro. 


■ Adendo 3- 1 Louis Pásieur e a atividade óptica: m vim, 

verítoi 47 

■ Adendo 4- E Resposta ao toque nas plantas: um evento 

osmótioo 73 
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recombi nação sitio -específica de levedura, A exploração das enzimas de re- 
combi nação genética permaneceu seu tema central de pesquisa, 

O Dr. Cox tem coordenado uni grande e ativo grupo de pesquisa em 
Wisconsin, investigando a enzimologia, a topologia c a energética tD ré- 
combinação genética. Um primeiro foco tem sido o mecanismo da troca de 
fitas do DNA e o papei do ATP no sistema da Rec A, O grupo de pesquisa 
tem também se concentrado na recombinase ELI 1 da levedura e no processo 
que cia controla, c está desenvolvendo sistemas cromo ssômicos alvos basea- 
dos na recombinaie HLP. Durante os últimos quinze anos ele ensinou ( com 
David Nelson) um curso de bioquímica e lecionou em cursos de pós-gra- 
duação sobre a estrutura e topologia do 1>NA, interações proteína-DNA e a 
bioquímica da reco tnb inação, Recebeu prêmios tanto em pesquisa quanto 
cm ensino, incluindo o Prêmio Escolar Dreyfus e o Prêmio Eli Lilly de 1989 
em Química Riohtgka, Seus passatempos incluem tardinagem, coleção de 
vinho e ajudar na planificação de prédios de laboratórios. 
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A oxidação dos ácidos graxos insaturados requer duas reaçòes 
adicionais 473 
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misterioso 509 
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Reaçòes de Transferência de Elétrons na 
Mitocôndria 515 

Os elétrons são canalizados para transportadores universais de 
elétrons 51 5 

Os elétrons passam por uma série de transportadores ligados 
â membrana 516 

Os transportadores de elétrons funcionam em. complexos 
multienzimáticos 519 

A energia da transferência dos elétrons é conseivada 
eficientemente em um gradiente de prótons 524 
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para oxidar o NADR 526 
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A ATP smtase possu cta$ domimos funcionai F e e F, 529 
O ATP é estatuluado em reação ao AOP r na superlicie de 
F, 529 

0 gradiente de prótons direciona a liberação do ATP da 
superfície da enzima 510 
Cada subunitiade |l da ATP smlase pode assumir (rês 
configurações diferentes 530 

A catãhse roíaoonat e a tüave para o mecanasma de mudança 
de ligação para a entese do ATP 531 
0 acoplamento qumxosmóteo aeanetíi uma estequomema 
não mteira de consumo de Q } ç s ntese do ATP 531 
A foiça próton moin* energia o transporia atiro 53A 
Sistemas de lançadeiras sâa requeridos para à oxidação 
mitocondnal do NADH citasálico 535 

Regulação da FosforíLaçiD Oxídativa S36 

A fodonlação oxidativa è regulada peias necessidades 
OnergéKas ceMares 536 

As müxôror* desacopladas no tecido adoovj marrom 
piOduíem calor 516 

M «as produtoras do ATP são reguladas de uma mane** 
coordenada 536 

Mutações em genes milocondnars tausam doença 
humana 538 

As mitotõndrias provavelmente surgiram de bactérias 
endossimbióbcas 539 
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Nas piamaSv a fbíoMfrrtese ocorre nos dor optas tos 541 
A luz direciona o fluxo de elétrons nos doraplastOS 54 1 

Absorção da Luz 541 

A clorofila absorve energia luminosa para a Totossíntese 541 
Os pigmentos acessórios ampliam o intervalo da absorção da 
tu; 544 

A dorofila canada a luz absorvida para os centros de reação 
por me*g da transferência de eicrtons 544 

O Evento Fotoquimko Central: O Fluxo d# Elétrons 
Impulsionado pela Luz 545 

As bactérias apresentam um de dois tipos de centros de 
reação loíoquimicos simples 546 
Fatores eméticos e termodinâmicos previnem a dtssipação da 
energia por conversão interna 548 
Nas plantas SUpCfkww, dois Centros de reação atuam em 
sequência 548 

A separação espacial dos fpiossistemas i e H impede a fuga de 
excitons 549 

O complexo do citocromo bj une os foiosvsiemas l e II 550 
A oanobacierá uirfiza o complexo do riuxromo bj e o 
otoergmo c tanto fosfaréaçáo oxidativa como na 
lotofasforilaçán 551 

A ãgua é dividida pelo complexo produlor de oxigêmo 55 1 
A Síntese de ATP pela Fosforilaçào 552 

Um gradfente de prótons acopla o fluxo de efetroos e a 
fotfonlação 551 

A estecMometria apronmada da fotofosforlaçãa já fo> 
estabelecida 554 

0 fluxo ocko de elétrons produz ATP mas não UADPB ou 
Oj 554 

A ATP sjnlase dos cioropfastos é similar a da 
milocàndna 554 

Os doroplástos provavelmente surgnam de nanobaoêuas 
endossim&ólicas 554 

Diversos orgarusmos fotossintetr/antes usam doadores de 
hrfiogéruo diferentes da agua 555 
Mi bacTêna haldfttca. uma L/rxça proteína absorve ktz e 
bombeia prútdm para direcionar a síntese do AT? 555 
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Gliconeogériesã 563 

A conversão do piruvato em fosfoen.olpiruvdTü necessita de 
duas reações exergflmcas 5fi5 
0 segundo contorno é a conversão de íruiose-l^difosfato 
em Irutose 6 loslalo 567 

A conversão da gkose-MovIam em glicose Me e o terceiro 
contorno 567 

A gkoreogénese é energeticamenie custosa 567 
Ds meiabúAcex miermediárro* do tido do áodo cinco e 
muitos ammoãodos são gltcogénitOs 568 
Os odos luteis do metabolismo dos carboidratos consomem 
ATP 568 

A gheoneogênese e a gllcólde são reguladas 
reciproca mente 569 

Nas semenies em germinação a gkoneogênese converte 
gorduras e proteínas em gkose 570 

Biossintese do Glkogêflio, Amido, Sacarose e Outros 
Carboidratos 571 

O vufauato para a síntese do gbcogtoo e a UDP gncose 573 
A giicogénio sintase e a gJicogénio íosfon'ase são 
retiprocamenie reguladas 573 
O substrato para a síntese üo amido nos vegetais e para a 
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vegetais 576 
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empregados na smtese da parede cdular de bactérias 579 
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Fundamentos de Bioquímica 


1 A lógica Molecular da Vida 

2 Células 

3 Biomoléculas 

4 Água 

Quinze a vinte bilhõeü de anos atrás, o universo nasceu com uma exptosâo 
cataclísmica que lançou, em todo o espaço, partículas subatômicas quentes 
e ricas em energia. Dentro de segundos, formaram-se os elementos mais 
simples (hidrogênio e hélio). À medida que o universo se expandia e esfria- 
va, as galáxias condensavam -se sob a influência da gravidade. Dentro dessas 
galáxias, formara m-sc estrelas enormes, que depois explodiram como su- 
perno vas, liberando a energia necessária para fundir os núcleos atômicos 
mais simples naqueles de elementos mais compkxos. Dessa forma, foram 
produzidos, ao longo de bilhões de anos, os elementos químicos encontra- 
dos na Terra, Aproximadamente há quatro bilhões de anos originou-se a 
vida — microrganismos simples com habilidade de extrair energia de com- 
postos orgânicos ou da luz soiar, que eles usaram para fazer uma grande 
variedade de biomoléculas complexas a partir de elementos simples e de 
compostos da superfkie terrestre. A bioquímica procura descobrir como os 
milhares de biomoléculas diferentes, formadas com esses elementos, intera- 
gem entre íi, para conferir aos organismos vivos as notáveis propriedades 
que lhes sào características. 

Na Pane I, faremos o sumário das bases biológicas e químicas da bio- 
química, Os organismos vivos operam de acordo com as mesmas leis físicas 
que se aplicam a todos os processos naturais, portanto vamos começar dis- 
cutindo aquelas leis c os vários axiomas que delas nascem (Capítulo I), 
Esses axiomas constituem a lógica molecular da vida. Fies definem os meios 
pelos quais as células transformam a energia para realizar trabalho, catali- 
sam as transformações químicas que as tomam típicas, tazem a montagem 
de moléculas de grande complexidade a partir de subumdadcs simples, for- 
mam complexos supramoEeculares que constituem a maquinaria da vida, 
guardam < transmitem as instruções para a organização de todas as gera- 
ções futuras dc organismos a partir de precursores simples e não vivos. 

As células, unidades de todos os organismos vivos, têm em comum 
certas características; mas as células de organismos diferentes e os vários 
tipos celulares dentro de um mesmo organismo sâo muito diferentes em 
estrutura e função. O Capítulo 2 é uma breve descrição das características 
comuns ç das diferentes especializações das células, e dos processos evolucio- 
nários que levaram a tal diversidade. 

Quase todos os compostos orgânicos, dos quais os organismos vivos 
sào formados, são produtos da atividade biológica. Essas biomoléculas fo- 
ram selecionadas durante o curso da evolução pela sua adequação em exe- 
cutar funções bioquímicas ou celulares específicas. As biomoléculas podem 
ser caracterizadas e entendidas nos mesmos termos que se aplicam às molé- 
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A nebulosa de Orion * uma Tremenda nuvem de gás 
na qual mu tas estreias quentes e jmns estáo m- 
lumdo rapidamente em direção a explosões cósmicas 
cataclísmicas, chamadas supemovas A energ** libe- 
rada por explosões nucleares em lais supernovas pro- 
duz a fusào de núcleos atômicos simples, formando 
os elementos químicos mab complexos com os quais 
sâo compostas a Terra, sua atmosfera e todas as for- 
mas de vida. 


cuias da matéria inanimada: os tipos de ligações entre os átomos, os fatores 
que contribuem para a formação dessas ligações e a força delas* a estrutura 
tridimensional das moléculas e as reatividades químicas. A estrutura tridi- 
mensional das moléculas é especialmente importante na bioquímica; a es- 
pecificidade das interações biológicas, como aquelas entre enzima e subs- 
trato, anticorpo e antígeno, hormônio e receptor, é conseguida por uma 
estreita complementaridade estérica entre as moléculas * Proeminentes entre 
as forças que estabilizam a estrutura tridimensional estão as interações não- 
co valentes, individualmente fracas* porém com efeito cumulativo significa- 
tivo na estrutura das macromoléculas biológicas. O Capítulo 3 apresenta as 
bases químicas para as discussões posteriores da estrutura* catálise e ínter- 
conversões metabólicas de classes individuais de biomoléculas. 

A água é o meio no qual as primeiras células apareceram; e o solvente, 
no qual ocorre a maioria das reações e transformações bioquímicas. As pro- 
priedades da água têm dado forma ao curso da evolução e exercido uma 
influência decisiva na estrutura das biomoléculas em solução aquosa. Mui- 
tas das interações fracas entre e no interior de biomoléculas são fortemeíjte 
afetadas pelas propriedades solventes da água. Até mesmo componentes ce- 
lulares insolúveis na água, como os lipídios, componentes das membranas 
celulares* interagem entre si de forma determinada pelas propriedades pola- 
res da água. No Capítulo 4 consideraremos as propriedades da água, as inte- 
rações fracas nio-covalentes que ocorrem nas soluções aquosas de bíomo- 
léculas, a ionização da água e de solutos em solução aquosa. 

Estes capítulos iniciais têm a intenção de fornecer as bases químicas 
para as discussões posteriores sobre as reações e estruturas bioquímicas* de 
forma que, qualquer que seja sua formação e conhecimento em química ou 
biologia, você pode começar desde já a entender e a apreciar os assuntos 
aqui apresentados. 


CAPÍTULO 1 
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A Lógica Molecular da Vida 


Qs organismo* vivos sãu compostos de moléculas destituídas 
de vida, Quando nus moléculas são isoladas c examinadas m* 
cÜvtdtulmente. elas obedecem a todas as leis físicas e químicas 
que descrevem o comportamento da matéria inanimada. Não 
obstante, os organismos vivos possuem atributos extraordiná- 
rio» que não são exibidos por uma coleção de moléculas esco- 
lhidas a* acaso. Neste capitulo, consideraremos primeiro as pro- 
priedades do> organismos vivos que os distinguem de outras 
portões da matéria. Depois de chegarmos a uma definição geral 
da vida, pode remos descrever um conjunto de princípios que 
caracterizam todos os organismos vivos. Esses princípios fun- 
damentam a organização dos organismos e das células que os 
constituem e fornecem a base para a estrutura deste livro, Eles 
ajudarão você a ter em mente o grande quadro da vida enquanto 
explora os exemplos ilustrativos apresentados no texto, 

A Unidade Química dos Diferentes 
Organismos Vivos 

O que distingue os organismos vivos dos objetos inanimados? 
Primeiro é seu grau de complexidade química e de organização. 
Eles possuem estruturas celulares internas intrincadas (Eig. 1 * 
ta i e contém muitas espécies de moléculas complexas, fim con- 
traste, a maiéfia inanimada existente em nosso meio — terra, 
areia, rochas, água do mar — usualmente consiste de misturas 
de compostos qutmkos rdarivamente simples 

Segundo, os organismos vivos extraem, transformam e usam 
a energia que encontram no meio ambiente (Fig, Mb), habitual 
mente na forma de nutrientes químicos cu de energia radiante 
da ba solar, Essa energia toma os organismos visx» capazes de 
construir e manter suas próprias estruturas intrincadas e de rea- 
lizar trabalho mecânico, químico, osmótko e de vários outros 
tipos, Em contraste, a matéria inanimada não usa a energia de 
forma sistemática para manter a sua estrutura ou para realizar 
trabalho. A matéria inanimada tende a se degenerar em um e*- 
lado mais desordenado, alcançando um equilíbrio com o seu 
meio ambiente- 

D tercei ra c mais característico atributo dos organismos vi- 
vos é a capacidade para a auto-replicação t automontagem, pro- 
priedades que podem ser vistas como a quinta- essência do esta- 
do vivo íEig. I ■ íc). Uma única célula bacteriana colocada num 
meio nutriente estéril pode dar origem a um bilhão de células 
filhas idênticas, no espaço de 24 horas. Cada uma das células con- 
tém milhares de moléculas diferentes, algumas extrema mente com- 
plexas; mesmo assim, cada bactéria é uma cópia fiel da original, 
con si ruída inteira mente a partir da informação contida no in- 
terior do material genético da célula original. 

Embora a capacidade de autoduplicar-se não tenha nenhum 
análogo verdadeiro no mundo da matéria inanimada, existe uma 
analogia instrutiva no crescimento de cristais, que ocorre nas 



\t) 


Figura 1-1 - Algumas característica» da matéria viva o) Visto 
ao microscópio eteirônico. esse pedaço tte trado muscutar de verte- 
brado ewdencta sua complexidade e organização íbí O Falcão adqui- 
re nutnentes pela- ingestfo de pássaros menores te) A reprodução 
biológica ocorre com fidelidade próxima da perfeição 

soluções saturadas. A cristal izaçáo pmdur acréscimo de mate- 
rial idêntico, em estrutura de rede, tio do cristal original. Os cris- 
tais são muito menos complexos do que os mais simples orga- 
nismos vivos, suas estruturas são estáticas e não dinâmicas, como 
as das células vivas. Não obstante, a capacidade de os cristais 
“reproduzirem" sua própria estrutura permitiu ao físico Erwin 
Schrüdinger propor, em seu famoso ensaio “O que é a vida?" 
que o material genético das células deveria ler as propriedades 
de um crista]. Esse ensaio tk Schródinger é de 1 944 tonos ames 
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Efwin Schrõdinger 
(1 B37-1 961) 


do alua] entendimento da estrutura do gene ter sido estabeleci- 
do), mas descreve de forma acurada muitas das propriedades do 
ácido desaximbonudéico, O material dos geiies- 

Cada componente de um organismo vivo tem uma função 
específica. Isso é verdade não somente para as estruturas ma- 
croscópicas, como folhas e caules ou corações e pulmões, mas 
Umfoém para as estruturas intracelulares microscópicas, como 
os núcleos e os cloropiastos. Até mesmo os compostos químicos 
individuais, existentes nas células, têm funções específicas. O 
inter-relaciona mento entre os componentes químicos de um 
organismo vivo é dinâmico; alterações em um componente pro- 
vocam mudanças coordenadas ou compensatórias em outro, 
tendo como resultado o conjunto exibindo características que 
vão além daquelas exibidas pelos constituintes individuais. A 
coleção de moléculas executa um programa, cujo resultado final 
é a reprodução do programa e a autoperpetuação daquela cole- 
ção de moléculas, em suma, vida, 

A bioquímica procura explicar a vida 
em termos químicos 

Se os organismos vivos são compostos de moléculas intrinseca- 
mente inanimadas, como podem essas moléculas exibir a extraor- 
dinária combinação de características que cb amamos de vida? 


Como pode ser que um organismo vivo pareça ser mais do que 
a soma de suas partes inanimadas? Os fdósoíbs, uma vez, res- 
ponderam que os organismos vivos são dotados de uma força 
vital divina e misteriosa, mas essa doutrina (vítalismo) tem sido 
firmemente rejeitada pela ciência moderna, Q obietivo básico 
da ciência bioquímica é mostrar como as coleções de moléculas 
inanimadas, que constituem os organismos vivos, interagem 
entre si para manter e perpetuar a vida animada, exclusiva men- 
te pelas leis químicas que governam o universo não vivo. 

Organismos vivos são enormemente diferentes (Fig, 1-2). 
Na aparência e função, pássaros e bestas., árvores, gramas e orga- 
nismos microscópicos diferem grandemente. Até o momento, 
pesquisas bioquímicas revelam que todos os organismos são no- 
ta damente semelhantes em níveis celular e químico. Bioquími- 
ca descreve em lermos moleculares as estruturas, os mecanis- 
mos e os processos químicos compartilhados por todos os 
organismos, e fornece os princípios organizacionais que funda- 
mentam a vida em todas as suas diferentes formas, princípios 
esses que coletivamente serão referidos como u JdgiVfl molecular 
da vida. Embora a bioquímica produza importantes visões do 
conhecimento e das aplicações práticas em medicina, agricultu- 
ra, nutrição e indústria, ela está, em última instância, preocupa- 
da e interessada na maravilha que a vida é em si mesma, 

Embora a vida seja fundamentalmente unitária, é impor- 
tante reconhecer que pouquíssimas generalizações a respeito dos 
organismos vivos são absoluta mente corretas para todos eles e 
sob quaisquer condições. A variação de habitat nos quais os 
organismos vivem, desde fontes termais quentes até tundra ár- 
tica, de intestinos de animais a dormitórios de residências estu- 
dantis, é acompanhada por uma variação igualmente ampla de 
adaptações bioquímicas especificas. Essas adaptações são inte- 
gradas em um padrão químico fundamental, compartilhado por 
todos os organismos. Embora as generalizações não sejam per- 
feitas, elas permanecem úteis. De fato, as exceções geral mente 
iluminam as generalizações científicas, 



Figura 1-2 - Organismos vivos diferentes 
compartilham características químicas 

iguais Pássaros, animais, plantas e microrga- 
nismos do solo compartilham com o homem as 
mesmas unidades estruturais básicas (células), 
os mesmos tipos de macromoléculas (DNA, RNA r 
proteínas) construídas com os mesmos tipos de 
unidades monoméricas (nucleotldeos r aminoá- 
cídos). Utilizam as mesmas vias para a síntese 
de componentes celulares, compartilham o mes- 
mo código genético e os mesmos ancestrais evo- 
lucionários. CO jardim do Éden" (detalhe), por 
Jan van Kessel, Ò Jovem (1626-1679).) 
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Todas as macromolécuias são construídas 
a partir de poucos compostos simples 

A maioria dos constituintes moleculares dos sistemas vivos é 
composta de átomos de carbono unidos covalentemente a ou- 
tros átomos de carbono e a átomos de hidrogénio, oxigénio e 
nitrogênio. As propriedades especiais de ligação do carbono per- 
mitem a formação de uma grande variedade de moléculas. Os 
compostos orgânicos de peso molecular (também chamado de 
massa molecular relativa, MJ 1 menor que aproximadamente 500, 
como aminoáddos, nucleotídeos e monossaearídeos, servem como 
subiuiidades monoméricas de proteínas, ácidos nudéicos e po- 
lissacarfdeos, respectivamente. Uma única molécula protéica 
pode ter 1 .000 ou mais aminoáddos, e o ácido desoxirribonu- 
cléico tem milhões de nucleotídeos. 

Cada célula da bactéria Escheriehia co/i (E ttfft) contém mais de 
6.000 tipos diferentes de compostos orgânicos, incluindo perto 
de 3.000 proteínas diferentes e um o úmero similar de moléculas 
de ácidos nudéicos e centenas de tipos de carboidratos e lipí- 
dios. Em humanos pode haver dezenas de milhares de tipos di- 
ferentes de proteínas, assim como muitos tipos de poltssacarí- 
deos (cadeias de açúcares simples), uma grande variedade de li- 
pídios e muitos outros compostos de peso molecular menor. 
Purificar e caracterizar exatamente todas essas moléculas 
seria um trabalho insuperável se não fosse o fato de cada classe 
de macromolécuias ( proteínas, ácidos nudéicos* políssacarídeos) 
ser composta de um pequeno conjunto de subunidades mono- 
méricas comuns. Essas subunidades monoméricas podem ser 
unidas covalentemente em uma variedade virtual mente ilimita- 
da de seqüêncías (Fig. 1-3), exatamente como as 26 letras do 
alfabeto inglês podem ser arranjadas em um número ilimitado 
de palavras, sentenças ou livros. 

Os ácidos desoxirribonucléicos (DNA) são constituídos de 
apenas quatro tipos diferentes de unidades monoméricas sim- 
ples, os desoxirribonudeotídeos; e os ácidos ribomidéicos 
(RNA) são compostos por apenas quatro tipos de ribonucleotí- 
deos. As proteínas são compostas de 20 tipos diferentes de ami- 
noácidos. Os oito tipos de nucleotídeos com os quais todos os 
ácidos nudéicos são constituídos e os 20 tipos de ami noácidos 
com os quais todas as proteínas são constituídas são idênticos 
em todos os organismos vivos. 

A maioria das subunidades monoméricas com as quais to- 
das as macromolécuias são constituídas exerce mais de uma fun- 
ção nas células vivas. Os nucleotídeos servem não apenas como 
subunidades para os ácidos nudéicos, mas tamhém como molé- 
culas transportadoras de energia. Os aminoãcidos são subunida- 
des das moléculas protéicas e também precursores de neurotrans- 
missores, pigmentos e muitos outros tipos de bío moléculas. 

Destas considerações podemos destacar alguns dos princí- 
pios da lógica molecular da vida: 

+ Todos os organismos vivos constroem moléculas a par- 
tir dos mesmos tipos de subunidades, monoméricas. 

+ A estrutura de uma maeramolécula determina sua fun- 
ção biológica específica. 

+ Cada gênero e espécie são definidos por seu conjunto 
distinto de macromolécuias. 


1 0s termos usados para indicar o tamanho de ama mdécuU sàu frequente- 

mente contundidas. Nés usainos peso molecular ou At,, massa molecular 

rdativa, uma razão adinnensionaJ da massa de uma molécula para um doze 

avos (Vis) da massa do IJ C O tamanho de urna molécula pode também ser 

Comcrainente dado em termos de massa molecular (m), que tem unidades de 
dáltons (Da) ou unidades de massa atómica (uma), Uma molécula nunca 
deve ser descrita como tendo um peso molecular ou M r (uma propriedade 
sdimcnsional) expressa em ddítons ou unidades de massa atómica. 
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inglesas desoKÍrribonudéica 
(DNA) 

Sequências lineares ordenadas 


ü número de sequências diferentes possíveis 
para um segmento de 6 subunidades = 

ou 4* Ou 20 a ou 

2,1 x 10 LL Ó5.53Ó 2,56 k 10 2 * * ° 

Figura 1-3 - As subunidades monoméricãs em sequências Imeares 
podem expressar mensagens infinitamente complexas. O número de 
diferentes sequências possíveis (5) depende do número de diferentes 
tipos de subunidades (N) e do comprimento da sequência linear (t): 
$= W Para polímeros do tamanho de proteínas {L « 400), 5 ê 20*“ 
— um número astronômico. 


A Produção de Energia e seu Consumo 
no Metabolismo 

A energia é um tema central em bioquímica: as células e os orga- 
nismos dependem de um suprimento constante de energia para 
poderem se opor à tendência, inexorável da natureza, de queda 
para níveis menores de estado energético. O armazenamento e a 
expressão da informação consomem energia; sem essa energia 
as estruturas ricas em informação tornar-se-iam inexoravelmente 
desordenadas e sem significado. As reações de síntese que ocor- 
rem no interior das células, como os processos de síntese em 
urna fábrica, requerem o fornecimento de energia. A energia é 
consumida nu movimento de uma bactéria ou em uma corrida 
olímpica, no acender das luzes de um vaga -lume ou na descarga 
de um peixe- elétrico. As células desenvolveram, durante a evo- 
lução, mecanismos altamente eficientes para capturar a energia 
do Sol* ou extraí-la de alimentos oxidáveis, e transferi-la para os 
processos que dela necessitam. 
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Os organismos nunca estão em equilíbrio 
com seu ambiente 

No curso da evolução biológica, um dos primeiros desenvolvi- 
mentos deve ter sido o aparecimento de uma membrana lipídi- 
ca que envolveu as moléculas Kidrossolúvds da célula primitiva, 
separando-as do meio ambiente e permitindo que elas se acu- 
mulassem em concentrações rdatívamente altas. As moléculas e 
os íons contidos no interior dos organismos vivos diferem em 
tipo e em concentração das existentes no meio ambiente. Por 
exemplo, as células de um peixe de água-doce contém certos íons 
inorgânicos em concentrações muito diferentes das da água em 
que vivem (Fig, 1-4), Proteínas, ácidos nudéicos, açúcares e li- 
pídios estão presentes no peixe, mas essencialmente ausentes no 
meio ambiente, o qual, por sua vez, contém átomos de carbono, 
hidrogénio e oxigénio em moléculas mais simples como o dió- 
xido de carbono e a água, Quando o peixe morre, as substâncias 
que o compõem entram, finalmente, em equilíbrio com aquelas 
do meio ambiente. 



de um mês, elas serão degradadas e substituídas por novas molé- 
culas, A glicose que você ingeriu em sua última refeição está agora 
circulando em sua corrente sanguínea; antes do dia terminar, 
essas moléculas de glicose terão sido convertidas em alguma outra 
substância, como dióxido de carbono ou gordura, e substituí- 
das por um suprimento novo de moléculas de glicose. A quanti- 
dade de hemoglobina e glicose no sangue permanece quase cons- 
tante porque a velocidade de síntese ou a ingestão de cada uma 
delas equilibra-se com a velocidade dé quebra, consumo ou con- 
versão em algum outro produto (Fig. 1-5). A constância da con- 
centração não é, entretanto, reflexo da inércia química desses 
compostos, mas o resultado de um estado estacionário dinâmico 


Precursores dnmc ^ Hemoglobina Produtos da 

(aminoáridos) 1-1 (no erilrõdto) Ti degradação 

íaminoácidos} 

Quuido Ff = r ; , ■ concentração de hemoglobina è eomtantç. 

(a) 


Alimenin tngntfln ^ Glicose 
(carboidratos) 1-1 (no sangue) 



CO] expelido 
Lipídios armazenados 
Outros produtos 


Quando q = »v + r, t r A > a concentração de glicose no sangue é constante. 

(b) 


Figura 1-5 - Estado estacionário dinâmico. Um estado estacioná- 
rio dinâmico acontece quando a velocidade de aparecimento de um 
componente celular á contrabalançada exata mente pela velocidade 
de seu desaparecimento. Neste esquema, r 1f r ; etc. representam a 
velocidade dos vários processos. Em {a}, uma proteína (hemoglobi- 
na) é sintetizada e, depois, degradada. £m (b), a glicose derivada dos 
alimentos (ou de carboidratos armazenados) entra na corrente san- 
guínea a partir de alguns tecidos (intestinos, fígado) e então abando- 
na o sangue para ser consumida pelos processos metabólicos de ou- 
tros tecidos (coração, cérebro, músculo esquelético). As concentra- 
ções do equilíbrio estacionário dinâmico da hemoglobina e da glicose 
sâo mantidas por mecanismos complexos que regulam as velocida- 
des relativas dos processos mostrados nesta figura. 


Figura 1-4 - Os organismos vivos náo estão em equilíbrio com o 
meio ambiente. A morte e a decomposição restabelecem o equilí- 
brio. Durante o crescimento, a energia dos alimentos é empregada 
na construção de moléculas complexas e na concentração de íons 
existentes no ambiente. Quando o organismo morre, este perde a 
capacidade de obter energia a partir dos alimentos. Sem energia, o 
cadáver não pode manter gradientes de concentração e os íons pas- 
sam para o ambiente. Inexoravelmente, os componentes macromo- 
lecu lares decompõem-se em substâncias mais simples, Estes últimos 
servem como recursos nutricionais para o fitoplâncton, o qual, por 
sua vez, serâ ingerido por organismos maiores. Por convenção, os 
parênteses lineares [ ], ou colchetes, representam, no caso presente, 
concentração de espécies iônicas. 


A composição molecular reflete 
um estado estacionário dinâmico 

Embora a composição química de um organismo possa ser quase 
constante ao longo do tempo, a população de moléculas no in- 
terior de uma célula ou organismo está longe de ser estática. As 
moléculas são sintetizadas e depois desmontadas por reações 
químicas contínuas, envolvendo um fluxo constante de massa e 
energia através do sistema. As moléculas de hemoglobina que, 
neste momento, estão carregando oxigênio de seus pulmões para 
o seu cérebro foram sintetizadas durante o mês passado; dentro 


Os organismos transformam energia e matéria 
do meio ambiente 

As células vivas e os organismos precisam realizar trabalhei para 
permanecerem vivos e para se reproduzirem. A síntese continua 
de componentes celulares requer trabalho químico; o acúmulo 
e a retenção de saís e de vários compostos orgânicos contra um 
gradiente de concentração envolvem um trabalho osmótico; a 
contração de um músculo ou o movimento do flagelo de uma 
bactéria representa trabalho mecânico. A bioquímica examina 
esses processos pelos quais a energia é extraída, canalizada e con- 
sumida; assim é essencial entender os princípios fundamentais 
da bioencrgética — transformações ou trocas de energia das 
quais todos os organismos vivos dependem. 

Para reações que ocorrem em solução, podemos definir um 
sistema como todos os reagentes e produtos, o solvente e a at- 
mosfera próxima, ou seja, tudo o que está dentro de uma região 
definida dn espaço. Juntos, o sistema e seus arredores, consti- 
tuem o universo. Se o sistema nâo troca matéria nem energia 
com seus arredores, ele é dito ser fechado. Se o sistema troca 
energia mas não troca matéria com seu meio, ele é dito sistema 
isolado; se troca ambas, energia e matéria, com o meio, ele é um 
sistema aberto. 


Um organismo vivo é um sistema aberto, ek troca matéria e 
energia com seu meio. Organismos vivos usam duas estratégias 
para captar enêrgiá do seu meio: (l) eles obtém combustíveis 
químicos da vizinhança e extraem a energia oxidando-os; ou 
(2} eJes absorvem energia da lu* solar. 

♦ Organismos vivos criam e mantém suas estruturas com- 
plexas e ordenadas usando energia extraída de com bus 
tJveis ou da I Ml solar. 

A primeira la da termodinâmica foi desenvolvida a partir 
de conhecimentos físicos e químicos, mas è totalmente vilidb 
paia os sistemas biológicos; ela descreve o principio da conser- 
vação de energia; 

♦ Em qualquer mudan ça física ou qnimka, a quantidade 
de energia total do universo permanece constante, em- 
bora a forma de energia possa mudar. 

Ai células são transdutores consumados de energia, capares 
de imercofiverter energia química, eletromagnética, mecânica e 
osmótica com grande eficiência (Fig. 1-6). Os transdutores bio- 
lógicos de energia diferem da maioria das máquinas comuns que 
dependem de diferenças de pressão e temperatura* Uma máquina 
a vapor, por exemplo, converte a energia química do combustível 
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em calor aumentando a temperatura de uma porção de água até 
seu ponto de ebul ição para produxir vapor d 'água em alta pres- 
são, d qual aciona um mecanismo qualquer. O motor de combus- 
tão interna, da mesma forma, depende de mudanças na tempera- 
tura e na pressão* Em contraste, todas ás parles de um organismo 
vivo precisam operar à mesma temperatura e pressão, c o fluxo de 
calor nâo è uma fonte utilizável de encigiá. 

* As células vtvas %ào motores químicos que funcionam à 
temperatura constante. 

O fluxo de elétrons fornece energia 
para os organismos 

Praüeamente todos cs setes vivos obtém energia, direta ou tndi- 
rctameme, da energia radiante da Ju2 Solar* a qual se origina de 
reações de fusão termonuclear que formam o elemento hdio e 
que ocorrem no imeriur do Sol ( Fig* 1 -7)* As células fbtossintéti- 
ca* absorvem a energia radiante do Sol e a utilizam para retirar 
détrom da molécula de água c adiciona -los á molécula de dióxi- 
do de carbono, formando produ tos rkoi em energia como o ams - 
do e a sacarose. Quando promovem «5as reações, a maioria dos 
organismos fo tossiu téticra libera oxigênio molecular na atmos- 
fera ( Fig* I -3)* Em álttma análise, os organismos que não execu- 
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Figura 1-6 - Durante ás íransduções metabólicas, a entropia aumenta 
à medida que diminui a energia potencial das moléculas nutrientes 
complexas. Os organismos vivos (a) extraem energia do seu meio am- 
biente, (b) convertem parte dela em formas de energia úteis para a 
produção de trabalho e (e) fazem retornar parte da energia para o 
meio ambiente na forma de calor, (d) liberam moléculas de produtos 
finais, os quais são menos organizados do que o alimento inicial, au- 
mentando assim a entropia do universo. Um efeito dessas transforma- 
ções é [*) aumento na ordem por meio da formação de macromoléaj- 
las complexas (diminuição da desordem do sistema}, tvo Capitulo 14. 
retomaremos para o italamento quantitativo de entropia 


Figura 1-8 - Organismos Fotossintéticos (plantas, algumas algas e 
algumas baetênas) sâo os provedores fináís de combustíveis — com- 
postos ricos em energia e reduzidos — na biosfera. A energia da luz 
solar dirige a síntese de combustíveis, como sacarose e amido, com 
Qi como um subproduto. Esses combustíveis ou os próprios organis- 
mos fotossintéticos são então uma fonte de alimento para animais, 
os quais oxidam 3 sacarose e o amido (usando Ü z e produzindo CO*} 
para suprir energia Esse processo de oxidação de combustível — 
respiração celular — e a fonte de energia para 0 metabolismo em 
ambos os organismos fotossintêtitos e nâo-fotossmtétkos. 
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tam a fotossíntese obtém energia para as suas necessidades pela 
oxidação dos produtos ricos em energia elaborados pela fotos- 
sJntese, passando elétrons para o oxigênio atmosférico e sinteti- 
zando água, dióxido de carbono e outros produtos finais, os quais 
são reciclados no meio ambiente. Virtualmente todos os trans- 
dutores de energia nas células podem ser relacionados ao fluxo 
de elétrons de uma molécula para outra na oxidação de combus- 
tíveis ou na captura de energia luminosa durante a fotossíntese, 
Esse fluxo de elétrons é “morro-abaixo” quer dizer, de um poten- 
cial eletroquímíco maior para outro menor i como tal, ele é for- 
malmente análogo ao fluxo de elétrons em um circuito elétrico 
acionado por uma bateria. Todas essas reações que envolvem flu- 
xos de elétrons são reações de cudireduçãn, Assim, emergem ou- 
tros princípios característicos do estado vivo da matéria: 

+ As necessidades energéticas de, virtualmente, todos os 
organismos são providas, direta ou indireta mente, da 
energia solar. 

+ O fluxo de elétrons nas reações de oxirreduçâo é a base 
da transdução e da conservação da energia nas células 
vivas. 

* Todos os organismos vivos são interdependentes, tro- 
cando entre si energia e matéria por meio do meio am- 
biente. 

Acoplamento de energia liga as reações químicas 
em biologia 

O tema central em bioenergética é o modo peio qual a energia 
do metabolismo de combustíveis ou da captura de luz é acopla- 
da a reações que requerem energia. Considere o exemplo mecâ- 
nico simples de acoplamento de energia mostrado na Figura J- 
9a, Um objeto no alto de um plano inclinado tem uma certa 
quantidade de energia potencial devido à sua altura. Esse objeto 
tende a deslizar para baixo espontaneamente, perdendo a sua 
energia potencial de posição na medida em que se aproxima do 
solo. Quando um instrumento apropriado, constituído de cor- 
reias e polias, é ligado ao objeto, o movimento espontâneo para 
baixo pode realizar uma certa quantidade de trabalho, quanti- 
dade esta nunca maior que a variação da energia potencial de 
posição. A quantidade de energia realmente disponível para rea- 
lização de trabalho, chamada de energia livre, G, será sempre 
um pouco menor que a variação total em energia, porque uma 
parte dela é dissipada como calor de fricção. Quanto maior a 
elevação do objeto em relação à sua posição final, maior será a 
variação da energia quando ele desliza para baixo, e maior a quan- 
tidade de trabalho que pode ser realizado. 

Reações químicas podem ser acopladas assim que uma rea- 
ção 1 ibera dora de energia promove uma reação que requer ener- 
gia. Reações químicas em sistemas fechados ocorrem esponta- 
neamente até que o equilíbrio seja alcançado. Quando um siste- 
ma está em equilíbrio, a velocidade de formação do produto é 
exata mente igual â velocidade na qual o produto é convertido 
para reagente. Portanto, não existe nenhuma variação líquida 
nas concentrações de reagentes e produtos, e um “estado estacio- 
nário" é alcançado. A variação de energia, que ocorre enquanto 
o sistema se move de seu estado inicial para o equilíbrio, a pres- 
são e a temperatura constantes, é dada pela variação de energia 
livre, AG, A grandeza de AG depende da reação química parti- 
cular e de quanto o sistema inicialmente está longe do equilí- 
brio. Cada composto envolvido em uma reação química con- 
tém uma certa quantidade de energia potencial relacionada com 
o tipo e o número de suas ligações. Nas reações que ocorrem 
espontaneamente, os produtos têm menos energia livre que os 
reagentes, assim a reação libera energia livre, que está disponível 


(a) Exemplo mecânico 


AG > 0 AG < 0 



(bj Exemplo químico 



Figura 1-9 - Acoplamento de energia em processos mecânicos 
e químicos, {a} O movimento para baixo de um objeto libera ener- 
gia potencial que pode realizar trabalho A energia potencial torna- 
da disponível pelo movimento descendente espontâneo (um pro- 
cesso exergÔnioaX representado em cor-de-rosa*, pode ser acoplada 
ao movimento ascendente de outro objeto (um processo endergh- 
nicD), representado em azul. (b) Na reação 1 , a formação de glico- 
se-6-fosfato a partir de glicose e fosfato inorgânico, P,. forma um 
produto de energia maior que aquela dos dois reagentes. Para essa 
reação exergüniça, AG é positivo. Na reação 2. a quebra exergônica 
de adenosina tri fosfato (ATP; veja Fig. 1-10) pode dirigir uma rea- 
ção endergõnica quando as duas reações são acopladas. A reação 
exergòmca tem uma variação de energia livre grande e negativa 
(AGz), e a reação endergõnica tem uma variação de energia livre 
positiva e menor (AG,). A terceira reação efetua a soma das reações 
1 e 2, e a variação de energia livre AG 3 ê a soma aritmética de AG 
e AG;. Por ser o valor de AG 3 negativo, a reação total é exergònica 
e ocorre espontaneamente. 


para realizar trabalho. Tais reações são exergônicas, e a diminui- 
ção da energia livre a partir dos reagentes para os produtos é 
expressa em valores de AG negativos. Reações endergõnicas re- 
querem uma quantidade de energia, e seus valores de AG são, 
portanto, positivos. Assim como nos processos mecânicos, so- 
mente parte da energia liberada nas reações bioquímicas exer- 
gônicas pode ser usada para executar trabalho. Nos sistemas vi- 
vos, parte da energia é dissipada como calor ou perdida para 
aumentar a entropia, uma medida da desorganização, que será 
definida com mais rigor no Capítulo 14. 

Nos organismos vivos, como no exemplo mecânico na Fi- 
gura l-9a, uma reação exergònica pode ser acoplada a uma rea- 
ção endergõnica ou a um processo para conduzir reações dife- 
rentes desfavoráveis, A Figura l-9b ilustra esse princípio para o 
caso da síntese de glicose-6- fosfato, uma reação que ocorre em 
células do músculo, A maneira mais simples de produzir glico- 
se-6-fosfato seria pela reação 1 , que é endergõnica (Pi é uma abre- 
viação para fosfato inorgânico, HPO«~. Não se preocupem com 
as estruturas desses compostos agora; das serão descritas em 
detalhes mais adiante). 



Reaçlo I: CSJicnse + P, — * glicose-&-£cMJi1o (cndergómta, AG t positivo) 
Nesta reação, o produto contém mais mcrp,ia que os reagentes. Uma 
segunda reação, muito raergõnica, pode ocorrer nas células viva*. 

Iteição i ATP — * ADP ■* P (íxcrgAnk*, AG i ncgaiim) 

Ncs ia tração, os produtos contêm mtrtúf energia que os reagen- 
tes — a reação libera energia. As duas reações químicas compar- 
tilham um imermediário comum, P*. o qual é consumido na 
reação 1 e produzido na reação 2- As duas reaçõe podem ser 
acopladas na forma de uma reação 3. que e escrita como a soma 
das reações 1 c 2, com o intermediário comum P ; omitido dos 
dois Jadtas da equação: 

Rraçãó 3; Glicose + ATP — ► g)bLL^-o-tAs£ito + ADP 
Por ser a energia liberada na reação 2 maior do que aquela con- 
sumida na reação l, a reação 3 é e&crgâmca: alguma energia é 
liberada (AGi na Fig. l-9b). Células vivas então sintetizam gli- 
cose -fi- fosfato, catalisando uma reação direta entre glicose e ATP, 
de fato acoplando a reação 1 à reação 2. 

O acoplamento de reações emkrgônicas com aquelas exergò- 
nicas i absoluta meu te central para trocas de energia nos sistemas 
vivos. O mecanismo pdo qua! o acoplamento de energia ocorre nas 
reações biológica* é vía um intemwdiârio compartilhado. Veremos 
que na reação 2, na Figuna I -9h, a quebra de adenosina irtíòsfato 
í ATP ) t a reação exffigónka, que dirige muito* paxessos eodergcv 
rucox nas células. De feto ATP (Fig. I -10) é o maior transportador 
de íTirtgui quântica em todas as células, acoplando processos ender- 
gònicosáqueksesergónico*. O grupo fosfato terminal cia ATP, som- 
breado em rosa -escura na Figura D 10. é transferido para uma varie- 
dade de mcdémlas receptora», que são ativadas parafeiweaTirans- 
formações químicas. Acienosino. d i fosfato (ADP) é reciclado 
(fefifbrilado) para ATP, á custa de energia química (duram* oxida 
çào dos combustíveis) ou da luz solar (na Mossintese celular) 



figura 1-10 - Adenosmã trif olfato (ATP) A remoção do grupo 
fostatõ terminal do ATP (sombreado em rosarescuro) é alta mente 
wéf^Ônica e esta reação e acoplada a mulas reações endergõnoca* 
na cêttáa. como no eaempto descrito na Figura 1-9b. 

* Reações celulares endergò nicas são dirigidas pdo seu aco- 
plamento a processos químicos ou fotoquímicos exeTgÕni- 
cds por meio de intermediários químicos compartilha Jov 

As enzimas promovem reações químicas em cadeia 

O fato de «ma reação ser exergõntca não significa que ela neces- 
sariamente sc processará de forma rápida. O caminho que vai 
do reagente ao produto quase invariavelmente envolve uma bar- 
reira energética, chamada barreira da ativação ( Fig. I -11), a qual 
precisa ser superada para que qualquer reação ocorra. A quebra 
e a síntese de ligações geral mente requerem o tensionamento e a 
torção das ligações existentes, criando um estado de transição 
de alto nível de energia livre, tanto em relação an reagente quan- 
to ao produto. O ponto mais alio da coordenada da reação, no 
diagrama, representa o estado de transição. 

As barreiras de ativação são crucial mente importantes para 
a estabilidade das biomoiéculas existentes nos sistemas vivos. 
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Quando isoladas dos demais componentes celulares, a maioria 
das biomoléculas é estável por dias, ou mesmo anos, no interior 
das células; entretanto, elas sofrem transformações químicas em 
milissegundos. Sem a barreira de ativação, as biomoléculas no 
interior das cduks seriam rapidamente quebrados em forma sim- 
ples e de pequeno conteúdo energética O tempo de existência 
das moléculas complexas rena muito curto, e a extraordinária 
continuidade e organização da vida seriam impossíveis. 

No interior das células, todas as reações químicas ocorrem 
devido ã presença de enzimas — catalisadores que são capazes 
de aumentar enormememe a velocidade de reações químicas es- 
pecíficas sem serem consumidos no processo. As enzimas como 
catalisadores agem diminuindo a barreira de ativação entre o 
reagente e o produto. A energia de ativação (AG+; Fig. 1-11) 
requerida para superar essa barreira energética pode, em princi- 
pio, ser suprida pelo aquecimento da mistura de reação, mas 
essa opção não é poislvel nas células vivas. Assim, durante n rea- 
ção, as enzimas ligam-se âs moléculas dos reagentes rio estado 
de transição, diminuindo, dessa maneira, a energia de ativação e 
acelerando enormemenlc & velocidade da reação (Fig. 1-12), 



Figura 1-11 - Curso d# uma reação química do ponto d# viita 

energético Uma barreire de ativação alta, representando o estado 
de transição, precisa ser vencida no processo de conversão dos rea- 
gentes (A) em produtos (6), ainda que os produtos sejâm mais está- 
veis que os reagentes — como indicado por uma variação de energia 
livre grande (AG). A energia necessána para vencer a barreira de 
ativação é a energia de ativação (AG*). As enzimas catalisam as rea- 
ções diminuindo a barreira de ativação. Ligam-se aos intermediários no 
estado de transição de forma muno firme, e a energia de ligação dessa 
interação reduz efetivamente a energia de ativação de 
para AG+juteaft (Note que a energia de ativação não é relacionada 
tom a variação da energia Livre da reação AG ) 



Figura 1-12 - Uma enzima aumenta a velocidade de uma reação 
química específica Na presença de uma enzima especifica para a 
conversão de um reagente A em um produto B, a velocidade da 
reação pode aumentar um milhão de vezes, ou mais, em relação ã 
velocidade da reação não-cal alisada A enzima não è consumida no 
processo; uma molécula de enzima pode agir repetidamente na con- 
versão de muitas moléculas de A para B. 
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A relação entre a energia de ativação e a velocidade da reação é 
exponencial; uma pequena diminuição no AG* resulta em um 
grande aumento na velocidade da reação, As reações catalisadas 
por enzimas tiormalmente se processam a velocidades ao redor 
de ÍÜ™ até IO™ vezes maior do que as reações não catalisadas. 

As enzimas são proteínas, com um número muito peque- 
no de exceções* como moléculas de RNA, que serão consíde- 
radas no Capítulo 26. Cada proteína enzimática é específica 
para a catálise de uma determinada reação, e cada reação no 
interior da célula é catalisada por uma enzima diferente. Cada 
céiula requer, portanto, milhares de tipos diferentes de enzi- 
mas, A multiplicidade de enzimas, a sua alta especificidade para 
os reagentes e a sua suscetibilidade à regulação dâo às células a 
capacidade de diminuir as barreiras de ativação seietivamen- 
te. Essa seietividade é crucial na eficaz regulação dos proces- 
sos celulares. 

Os milhares de reações químicas enzimati ca mente catalisa- 
das nas células são funcionalmente organizadas em muitas se- 
quências diferentes de reações consecutivas chamadas vias, nas 
quais o produto de uma reação se torna o reagente para a próxi- 
ma reação (Fig. 1-13). Algumas dessas sequências de reações 
enzimaticam ente catalisadas degradam nutrientes orgânicos em 
produtos finais simples, de forma a extrair energia química e 
convertê-la em uma forma utilizável pela céiula. Juntos, esses 
processos degradativos liberadores de energia livre são designa- 
dos catabolismo. Outras vias enzímatícamente catalisadas par- 
tem de moléculas precursoras pequenas e as convertem, progres- 
sivamente, em moléculas maiores e mais complexas, incluindo 
proteínas e ácidos nucléicos, Essas vias sintéticas requerem in- 
variavelmente a adição de energia, e quando consideradas em 
conjunto representam o anabolísmo. Esse conjunto de vias im- 
bricadas e enzímatícamente catalisadas constitui o que chama- 
mos de metabolismo. O ATF é o mais importante elo de cone- 
xão (intermediário compartilhado) entre os componentes cata- 
bólicos e anabólicoK dessas vias ( Kig. 1 - 14), Essas redes de reações 
catalisadas por enzimas são virtual mente idênticas em todos os 
organismos vivos, 

+ O ATP é transportador universal de energia metabólica 

e une o catabolismo e o anabolísmo. 

O metabolismo é regulado 
para ser econômico e equilibrado 

As células vivas não só podem sintetizar simultaneamente mi- 
lhares de tipos diferentes de moléculas de carboidratos, lipídi- 
os, proteínas e ácidos nucléicos e suas sub unidades mais sim- 
ples, mas também podem fazê-lo nas precisas proporções re- 
queridas pelas células. Por exemplo, quando ocorre uma rápida 
multiplicação celular, os precursores de proteínas e ácidos nu- 
cléicos precisam ser sintetizados em grandes quantidades, en- 
quanto as necessidades por esses precursores para células, que 
não estão em processo de multiplicação, são muito reduzidas. 
As enzimas-chave em cada vía metabólica são reguladas de tal 
forma que cada tipo de molécula precursora é produzido em 
quantidade apropriada às necessidades correntes da célula. Con- 
sidere a via mostrada na Figura 1-15, a qual leva à síntese da 
isoleucina (um dos aminoáddos, as subunidades monoméri- 
cas das proteínas). Se a célula começa a produzir mais isoleuci- 
na do que o necessário para a síntese protéica, a isoleucina não 
utilizada se acumula. Altas concentrações de isoleucina inibem 
a atividade catalítica da primeira enzima na via, diminuindo, 
imediatamente, a produção desse amlnoácido, Essa retroalimen- 
tação (“feedback") negativa mantém em equilíbrio a produção 
e a utilização de cada intermediário metabólico. 


^ mmimu ^ ímitítuj I t ç. enrimfl ^ en.EÍ m j ^ £ mz,nu 5 f p 


Figura 1-13 - Uma via metabólica linear. Nesta via, o reagente A é 
convertido no produto F após cinco etapas, sendo que cada etapa 
é catalisada por uma enzima especifica para cada reação. 
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Figura 1-14-0 ATP é o intermediário químico que une os processos 
celulares liberadores de energia com aqueles que a consomem. Na 
célula, seu papel è análogo àquele do dinheiro na economia: e*e é 
"produzido/ganho'" nas reações exergónicãs e '"gasto/consumido" 
nas endergómcas. 




■ E r F 

bulcucina 


Figura 1-15 - Inibição retroativa. A regulação de uma via blossin- 
tética por inibição retroativa ("'feedbadí"), uma via smtética típica 
(anabólica) na bactéria £. coli. Na via de bbssíntese da isoleucina a 
partir da treonina. o acúmulo do produto, isoleucina (F>, provoca a 
inibição da primeira reação da via; a isoleucina liga-se à enzima que 
calaiisa esta reação, reduzindo sua atividade. (As letras de A a F re- 
presentam os compostos ou intermediários desta via.) 
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As célulan vivas também regulam a síntese dos seus catalisa- 
dores, as enzimas, Assim, uma célula pode desativar a síntese de 
uma enzima necessária para a produção de um determinado 
produto,, enquanto cise produto e obtido já pronto do meio 
ambiente, fcssas propriedades de ^to-aiusljj-scc autu-rcgubr- 
sc permitem as células manterem-se em um estado de equilíbrio 
dinlmiiOt a despeito das flutuações do ambiente externo, 

* As tdub* vivas são máquinas químicas auto-regubda* 

e ajustadas para uma economia máxima. 

Transferência da Informação Biológica 

A existência permanente de espécies biológicas requer que sua 
iníormaçiu genética seja mantida em uma forma estável e. ao 
mesmo tempo, expressa tmti um número muito pequeno de <f- 
iro. O arnu/enj mento efetivo e a expressão acurada da mensa- 
gem genética definem cada espêde individual, distinguem nas 
umas das outras e asseguram a sua continuidade por gerações 
sucessivas, 

E ntre a* descoberta mais produth .is da biologia do sécuto XX 
estão a natureza química e a estrutura tridimensional do mate- 
rial gene li co, o E>NA. A sequência de desoxirrihonuíleotidcos 
m polímero I inçar codifica as instruções para a formado de 
todos os outros componentes celulares e proporciona um mol- 
de para a reprodução de moléculas idênticas de DMA a serem 
distribuídas pura as células ilibas, ou progénie, quando a célula 
sc multiplica, 

A continuidade genética é atribuição 
das moléculas de DNA 

Talvez a mais notável de todas as propriedades das células e or- 
ganismos vivos seja sua habilidade de reproduzir-sc com fideli- 
dade quase perfeita por incontáveis gerações, Essa continuidade 


de características transmitida* heredilariamente implica a cons- 
tância, por milhares ou milhões de anos. da estrutura das molé- 
culas que contêm a informação genética. Pouquíssimos regis- 
tros histéricos: da civilização, mesmo aqueles gravados em cobre 
ou rocha, têm sobrevivido por mais de um milhão de anos. Mas 
existe uma boa evidência de que as instruções genéticas dos or- 
ganismos vivos têm permanecido quase imutáveis por períodos 
muito mais longos; muitas hacleriis lêm aproximadamente os 
mesmos tamanhos, formas csi ruturas internas, e contêm os 
mesmos tipos de precursores nudetuLarese enzimas, como aque- 
las que viveram bilhões de anos atrás I Fig. 1-161. 

A informação hereditária é preservada no UNA. um pcJi- 
mero orgânico longo e fino tão frágil que sua molécula ê frag- 
mentada sob a ação das forças que aparecem em uma solução 
quando agitada ou pipeudi O espermatozóide ou o ovulo hu- 
mano, carregando a informação hereditária acumulada por mi- 
lhões de anos de evolução, transmite essas instruções na forma 
de moléculas de DNA, no qual a sequência linear de miçleotide- 
05 unidos eovaienlemente codifica a mensagem genética. 

A estrutura do DNA permite seu reparo 
e sua replkaçáo com fidelidade quase perfeita 

A capacidade das células vivas de preservar o seu material gené- 
tico para a geração seguinte resulta da complementaridade es- 
trutura] entre as duas metades da molécula do DNA (Fig. 1-17). 
A unidade básica do DNA é um polímero linear de quatro subu- 
nidades mononiéricas diferentes, os desuxirribonudeotideas 
(veja Fig. 1-3). arranjados em uma aeqüéncia linear precisa, É 
es.sa sequência linear que çodífíca a in formação genética. Duas 
dessas fitas poliméricas siu> enroladas uma ao redor da outra 
para formar a dupla hélice do DNA, na qual cada subunidade 
monomérica em uma fita faz par com a subun idade comple- 
mentar na fita oposta. Na replicarão cnzimálica ou no reparo 


(a) 

Figura 1-16 - Dois registros muito antigos (a) O Prisma de Senaqueribe, inscrito cerca de 700 a.C., descreve em caracteres da 
linguagem assíria alguns eventos históricos do reinado de Senaqueribe. O Prisma contém perto de 20.000 caracteres, pesa cerca de 
50kg e sobreviveu quase que intacto por 2.700 anos (b) A úmea molécula de DMA da bactéria f. coli, a qual parece escoar de uma 
célula rompida, é centenas de vezes mais compnda do que a própria célula e contém, na forma cpdil içada, toda a ^formação 
necessária para especificar as estruturas e funções celulares O DMA bacleriano contém perto de 10 milhões de caracteres (nudeoti- 
deosl, pesa menos de 10 1G g e sofreu mudanças relanvamenle pequenas duran te os últimos milhões de anos 0s pontos amarelos e 
as manthmhas escuras sáo artefatos da preparação, nesta rmcrografia eletrônica colorida 





Fita Fita Fita Fita 

velha I nova 2 neva 1 velha 2 


Figura 1-17 - Estrutura complementar do DNA. A estrutura com- 
plementar da fita dupla do DNA é responsável pela sua rephcação 
acurada. O DNA é um polímero linear de quatro subunidades ligadas 
coval ente mente, essas subunidades são os desoairribonudeotídeos: 
desoxiadenilato (A), desoxiguanilato [GK desoxidtidilata {Q 
e desoHitimjdilatü (T). Devido â sua estrutura tridimensional, cada 
nucleotídeo tem a habilidade intrínseca de se associar, de forma alta- 
mente específica, a um outro nucleotídeo, porém de forma não- 
covalente: A sempre se associa ao seu nucleotídeo complementar T, 
e G ao seu complemento C. Na molécula em fita dupla do DMA, a 
sequência de nudeotldeos em uma fita ê complementar à seqüên- 
tia na outra; em qualquer lugar que G ocorra na fita 1, C ocorrerá no 
ponto correspondente da fita 2. Onde quer que A ocorra na fita 1 , T 
ocorrerá na fita 2. As duas fitas do DNA mantidas unidas por um 
grande número de pontes de hidrogénio (representadas aqui por li- 
nhas verticais azuis) entre os pares de nudeotldeos complementares 
enrolam-se umas nas outras para formar a dupla hélice do DNA. Na 
replicarão do DNA, antes da divisão celular, as duas fitas do DNA 
original separam-se e s3o sintetizadas duas novas fitas, cada uma 
delas com uma seqüéncia de nucleotideos complementar àquela da 
fita original. O resultado é duas moléculas de DNA em dupla hélice, 
cada uma delas idêntica ao DMA original. 


do DNA, uma das duas fitas serve como molde para a monta- 
gem de outra fila de DNA, que é estruturalmente complemen- 
tar. Antes que uma célula sofra divisão, as duas fitas de DNA 
separam -se e cada uma serve como molde para a síntese de uma 
fita complementar, gerando duas moléculas em dupla hélice idên- 
ticas, uma para cada célula filha. Se uma fita é danificada, a con- 
tinuidade da informação é assegurada pela informação presente 
na outra fita, 

+ A informação genética está codificada na seqüéncia li- 
near de quatro tipos de subunidades do DNA. 

♦ A molécula em dupla hélice do DNA contém um molde 
interno para sua própria repli cação e reparação. 

Mudanças nas instruções hereditárias 
permitem a evolução 

A despeito da fidelidade próxima da perfeição com que a repli- 
cação genética é feita, erros pouco frequentes e irreparáveis, no 
processo de rephcação, produzem mudanças na seqüéncia de 
nudeotldeos do DNA, representando uma mutação genética ( Fig. 
1-18). O mesmo efeito é obtido por reparação imperfeita dos 
danos causados a uma das fitas do DNA, As mutações podem 
alterar as instruções para a produção de componentes celulares. 
Muitas mutações são deletérias, ou até mesmo letais, para o or- 
ganismo; podem, por exemplo, provocar a síntese de uma enzi- 
ma defeituosa que nâo é capaz de catalisar uma reação metabó- 
lica essencial. Ocasionalmente, a mutação provoca uma melhor 
condição de um organismo ou célula para sobreviver no meio 
em que se encontra. A enzima mutante pode> por exemplo, ter 
adquirido especificidade ligeiramente diferente, de tal forma que 
ela é, agora, capaz de utilizar como reagente um certo composto, 
o qual a célula era previamenle incapaz de metaboUzar. Se uma 
população de células se encontra em um meio no qual o com- 
posto considerado era a única fonte de alimento disponível, a 
célula mutante terá uma vantagem sobre as demais que não so- 
freram a mutação {tipo selvagem), A célula mutante e sua pro- 
génie sobreviverão no novo ambiente, enquanto as células tipo 
selvagem ficarão desnutridas e serão eliminadas. 

Variações genéticas ao acaso em indivíduos de uma popula- 
ção, combinadas com a seleção natural (sobrevivência dos indi- 
víduos mais aptos em um meio desafiador ou que sofre mudan- 
ças), têm resultado na evolução de uma variedade enorme de 
organismos, cada um adaptado a viver em um determinado ni 
cho ecológico. 

A anatomia molecular 
revela relações evolucionárias 

Á bioquímica tem confirmado e estendido muito a teoria evolu- 
cionária. No século XVIII, o naturalista Carolus Li n na eus reco- 
nheceu as similitudes e as diferenças anatômicas entre os orga- 
nismos vivos e forneceu uma base para estudar o relacionamen- 
to das espécies diferentes. Charles Darwin, no século XIX, 
deu-nos uma hipótese unificadora para explicar a filogenia dos 
organismos modernos — a origem de espécies diferentes a par- 
tir de um ancestral comum. A bioquímica, no século XX, come- 
çou a revelar a anatomia molecular das células de diferentes es- 
pécies — a seqüéncia de subunidades nos ácidos nucléicos e pro- 
teínas e as estruturas tridimensionais de muléculas individuais 
de ácidos nucléicos e proteínas. 

Em nível molecular, a evolução é a emergência, no tempo, 
de diferentes sequências de nucleotideos no interior dos genes. 
Com novas seqüências genéticas sendo determinadas experimen- 
talmente quase todos os dias, os bioquímicos têm um vasto e 
rico tesouro de evidências com o qual podem analisar as rela- 
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Figura 1-18 - Papel da mutação m 
evolução Novas espécies biotôgcav 
cada uma com una sequência de ONA 
ijmca € Of igmal Tçsutem do ecúmuió de 
mutaçôés por \wn longo penodo de tem- 
po No alto está mostrado um pequeno 
segmento de um gene em um organis- 
mo progenuor hipotético Com a passa- 
gem do tempo, mudanças na sequência 
de nodeolideos {mutações, mdrcadas aqui: 
por quadros coloridos) ocorrem uma de 
cada vez, resultando em uma progénie 
com sequências de DNA drferentes. Essa 
progénie mutante sofre, por sua vez, 
mutações ocasionais, produzindo sua pró- 
pria progénie que difere por dois ou mais 
nudeotidéos da sequência original Quan- 
do duas lintíagensse modificam muito por 
esse mecanismo, uma nova espécie loi 
criada 


ções cvdirfkmárias e refinar j icoria dá evolução. As seqtiéndas 
de nucleottdeos de genomas inteiros l o genoma é o dote genéii - 
co completo de um organismo! estio sendo determinadas (Ta- 
bela M J. A* scqúências genómica* dc um numero de euhacte 
rios e urina a rqu [bactéria* um microrganismo eucariótico {.Stfcv/fii- 
romycet certvhiae), e um animal mui t icei u Lar (GieníirJifliJíftrií 
efç^fjrrs) foram determinadas; seqiiêndús de uma planta ÇAmbi- 
âopaií tfailiamt) e mesmo do Homo sapiens serão conhecidas logo. 
Com L‘ssas seqüências em mãos, comparações quantitativas, al- 
tamente detalhadas* entre as espécies proporcionarão esclareci- 
mentos sobre o processo evolucionário, A filogenia molecular 
derivada das sequências de genes é consistente com a filogenia 
clássica baseada em estruturas macroscópicas, mas em mui los 
casos mais precisa do que eta. Os mecanismos c as estruturas 
moíecubrcs tém sido conservado* durante o processo evolucio- 
nário, embora cs organismos tenham divergido continuamente 
em mvd anatômico macroscópico. Porem, em nível molecular, 
a unidade básica da vida é facilmente visfvd; mecanismos e es- 
truturas moleculares cruciais são notável mente similares desde 
o organismo mais simples até o mais complexo. A btoquimka 
tomou pouávrl descobrir as caracter; éticas unificadoras comuns 
a todas as formas de vúb- 

A sequência linear do ONA codifica proteínas com 
estruturas tridimensionais 

A informação no DNA está codificada cm uma sequência linear 
(unidimensional) de unidades de tULcieolíduus, mas a expressão 
dessa informação resulta em uma célula tridimensional. Essa 
mudança dc uma para três dimensões ocorre em duas fases. Uma 
scqüénda linear de desoxirribonucleütídeos no DNA codifica 
(por meio do RN A intermediário) a produção de uma prol eí na 
com uma sequência linear correspondente de aminoácidos { Fig. 
1-19), A proteína dobra- st 1 sobre si mesma, numa forma iridi- 
mrnuonal particular, ditada por *ua scqilència de aminaáçidos 
t mobilizada por interações nlo-covalerites. Embora a fornia 



Carolus Linnaeus Charles Darwin 


(1 707-1 778) (1809-1582) 


Tabela 1-1 - Alguns organismos cu|os genomas foram tomplç- 
Umgnte «ggwdlJw 


Tamanho do genoma 
Organismos (milhò« de b««) 

interessa bíoksgko 

Mycnptã sma 

06 

Causa 

pnçumoraae 


pneimond 

Tríponema paihdum 

1,1 

Causa sifffi 

BofTvha toxgidbrfen 

u 

Causa doença de L^ne 

Hçhcabxter pykm 

1,7 

Causa úkm* gáslnca 

Mp rrr ah oc et cijs jannas chw 

1,7 

Cresce a eS°C> 

Haemophthis vjJítrfnzae 

1,8 

Causa mHuenza 



bacteriana 

Méfftanaíwcreríum 

1,8 

Membro da Arquea 

thermoàUJDtrvphicum 



ArçhaoQgtobus fulgiduí 

2,2 

Metanogémo de alta 



temperatura 

5ynechvçystis sp. 

3 r 6 

Cianobactéria 

ftatrflu s subtilis 

4,2 

Bactéria comum do íolo 

fsthwchía coít 

4.6 

Algumas linhagens 



causam sindrome do 



choque lúwco 

Sdcchanjmyces cerevss^e 

12,1 

£ucaholo umcelular 

CaerKírftaíKfrtis etegans 

9? 

verme mrJticetuLar 
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Gcnc 1 Gene 2 Gene 3 



Transcriç3t> da seqüência do DNA 
em seqüência do RNA 

K 


Traduçào, no rihossomo, da scqüênda do RN A em seqüéneia 
da cadeia do poltpcptídeo seguida de enrolamento dessa 
cadeia (protdna) em sua conformação nativa 

■Jfe Wj 


Proteína 1 Proteína 2 Proteína 3 



Formação do complexo supramoleeular 


Figura 1-19 - As seqüâncias lineares de désaxirribanucteatldeos no 
ONA, arranjadas em unidades conhecidas por genes, são transcritas 
em moléculas de ácido ribonudéico {RN A) com seqüências de ribo- 
nudeotideos complementares. As seqüèncsas de RNA são entáo tra- 
duzidas em cadeias protéicás lineares, as quais se dobram esponta- 
neamente assumindo suas formas tridimensionais nativas. As proteínas 
individuais, âs vezes, associam-se com outras proteínas para formarcom- 
piexos supramolecu lares estabilizados por numerosas ligações fracas. 

final da proteí na dobrada seja ditada por uma seqüência de ami- 
noácidos, o processo de enovelamento é auxiliado pelas proteí- 
nas que atuam como proteínas-guia moleculares ("chaperones 
moleculares*) que evitam o enovelamento incorreto. A estrutu- 
ra tridimensional precisa (conformação nativa) é crucial para a 
função da proteína, quer domn catalisadora quer como elemen- 
to estrutural 

♦ A seqüência linear de aminoácídos em uma proteína leva 
à aquisição de uma estrutura tridimensional única e ex- 
clusiva por meio de um processo de automontagem. 

Uma vez que uma proteína tenha se enrolado em sua con- 
formação nativa, ela pode associar- se de forma nln- cova lente 
com outras proteínas ou com ácidos nudéicos ou com lipídios, 
para formar complexos supramolecu lares como os cromosso- 
mos, os ribossomos e as membranas. Hsses complexos são em 
muitos casos automontados. As moléculas individuais desses 
complexos têm sítios de ligação mútuos, específicos e de alta 
afinidade, e. dentro da célula, formam-se espontaneamente com- 
plexos funcionais. 


♦ As macro moléculas individuais com afinidade especi fi- 
ca por outras macromoléculas automontam-se em com- 
plexos supramoleculares. 

Interações nào-co va lentes estabilizam 
a$ estruturas tridimensionais 

As forças que dão estabilidade e especificidade às estruturas tri- 
dimensionais das macromoléculas e aos complexos supramale- 
eulares sao, em sua maior parte, interações não-c ovai entes. Es- 
sas interações, individualmente fracas, mas coletivamente for- 
tes, incluem pontes de hidrogênio, interações iõnicas entre 
grupos eletricamente carregados, interações de van der Waals e 
interações hidrotbbicas entre grupos nâo-polares. As interações 
fracas são transientes; individualmente elas se formam e se rom- 
pem em pequenas frações de segundo. A natureza transiente das 
interações não-coval entes confere flexibilidade às macro molé- 
culas, flexibilidade esta que é crítica para suas funções. Além dis- 
so, o grande número de interações não -cova! entes em uma úni- 
ca macromoíétula torna improvável que em dado instante to- 
das as interações estejam rompidas; assim, as estruturas 
macromoleculares são estáveis ao longo do tempo. 

+ As estruturas biológicas tridimensionais combinam as 
propriedades de flexibilidade e de estabilidade. 

A flexibilidade e a estabilidade da estrutura em dupla hélice 
da molécula do DNA são devidas à complementaridade das suas 
duas fitas e às numerosas interações fracas que existem entre 
elas. A flexibilidade dessas interações permite a separação das 
fitas durante a replkação do DNA (veja Fig. 1-17]; a comple- 
mentaridade da dupla hélice é essencial para a continuidade 
genética. 

Interações não- cova lentes são também centrais na especifi- 
cidade e na eficiência catalítica das enzimas. As enzimas ligam 
os intermediários no estado de. transição por meio de numero- 
sas ligações fracas, as quais são, entretanto, precisamente orien- 
tadas, Como as interações fracas são flexíveis, o complexo so- 
brevive às distorções que ocorrem durante a transformação do 
reagente em produto, 

A formação de interações não-covalentes fornece energia 
para a automontagem de macromoléculas peia estabilização das 
conformações nativas em detrimento das formas dobradas ao 
acaso. A conformação nativa de uma proteína é tal que as vanta- 
gens energéticas de formar interações fracas contrabalançam a 
tendência da cadeia protéica de assumir formas dobradas ao aca- 
so. Dados uma seqiiéncia linear especifica de aminoãcidos e um 
conjunto específico de condições (temperatura, condições íôni- 
cas* pH), uma proteína assumirá sua conformação nativa espon- 
taneamente. sem a necessidade de um molde ou padrão para 
dirigir ou orientar o acoplamento. 

As Raízes Físicas do Mundo Bioquímico 

Podemos, agora, sumarizar os vários princípios da lõgica mole- 
cular da vida; 

+ Uma célula viva é um sistema isotérmico de macromolé- 
culas que se autocontém, automonta, auto-ajusta e auto- 
perpetua, e que extrai eneigia livre do seu meio ambiente. 

+ A célula usa essa energia para manter-se em um estado 
estacionário dinâmico, distante do equilíbrio com o seu 
meio ambiente. 

♦ As várias transformações químicas dentro das células 
são organizadas em uma rede de vias de reações* pro- 
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cmvidas a cada etapa pmr catalisadores específicos, cha- 
mados enzimas, os quais a própria céíula produz, Uma 
grande economia das panes e dos processo* c atingida 
pela regulação da atividade de enzimas-chave 

* A juto-rep li cação airaves de muitas gtraçõn e conse- 
guida peto sistema linear de codificar a infonrnçào, que 
i auto- reparável. A informação genética, codificada 
como sequências de subun idades de nucleotídera no 
DKA c no RNA, especifica a wqüéncia de aminoácidos 
em cada proteína, o que, em última análise, determina a 
»1 rimara tridimensional e a função de cada proteína, 

♦ Muitas interações fracas, não-covalentes. agindo 
cooperativa mente, estabilizam as estruturas tridimen- 
sionais das biomoléculas e dos complexos supramole- 
culares, permitindo flexibilidade suficiente para ações 
biológicas. 

As reações químicas r a regulação dos processos foram aJta- 
menie refinadas durante a evolução, No entanto, nâo importa o 
quinto pareçam complexas, a maquinaria orgânica das células 
vivas funciona de acordo com um mesmo conjunto de leis que 
gcverru a operação das máquinas inanimadas, 

bss c conjunto de prindpioi tem sido confirmado pdk> eslu- 
do de organismos unicelulares, tais como a bactéria E coti os 
quais são excepciona lm eme apropriados ao estudo bioquímico 


c genético. Embora os organismos tn ü 1 1 icei u lares precisem re- 
solver certos problemas não encíMitrados por organismos uni- 
celulares, como a diferenciação do ovo fertilizado em tipos celu- 
lares especializados, ainda assim os mesmos princípios têm sido 
aplicados a eles. E aos seres humanos, com suas exira ordinárias 
capacidades de pensamento, linguagem c criatividade, é possível 
que sejam aplicáveis cxsa* afirmações simples e mecânicas? O 
reccme passo do progresso bioquímico em direção ao entendi- 
mento de tais processos, como a regulação genética, a diferencia- 
ção cdiilar. a comunicação entre as células e a função dns neurô- 
nios, tem sido extraordinariamente rápido e está em processo 
de aceleração, O sucesso dos métodos bioquímicos em resolver 
e redefinir esses problemas justifica a esperança de que as fun- 
ções mais complexas dos organismos mais desenvolvidos serão, 
eventual mente, explicáveis em termos moleculares. 

Os fatos relevantes dá bioquímica sâo muitos; o estudante 
que aborda esse assunto pela primeira vez pode, ocasionalmeiv 
tc, senti-lo acima de suas torças. Talvez o mais eticorajador no 
desenvolvimento da Biologia do século XX seja o conhecimento 
de que. apesar de toda a vasta diversidade do mundo biológico, 
há uma unidade e simplicidade básicas nos processos próprios 
da vida. Os princípios organizadores, a unidade bioquímica e a 
perspectiva evolucionária da diversidade* expostos no nivel mo- 
lecular, servirão como parâmetros de referência que auxiliarão 
o estudo da bioquímica. 
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CAPÍTULO 2 


Células 


Células sáo as unidades estruturais e fu nci unais d? iodos os or- 
ganismos vivos. Os menores organismos consistem de células 
únicas c slo microscópicos, enquanto tis organismos maiores 
sto tmillicdulares, O corpo humano, por exemplo* contém pelo 
menos 10 14 células. Organismos unicelulares são encontrados 
em grande variedade e virtual mente por toda parte, de ambien- 
tes desde a Antártica até fontes de águas quentes e o recesso in- 
terno dos organismos maiores. Organismos multicelulares con- 
têm muitos tipos de diferentes células, que variam no tamanho, 
na forma e na função especializada, independentemente da com- 
plexidade e do tamanho do organismo, cada uma de suas 
células retém alguma individualidade e independência. 

Apesar das suas muitas diferenças, células de todas as espé- 
cies compartilham certas características estruturais (Fig. 2-L). 
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Figura 3-1 - Características universais du células vivas Todas as 
células têm um núdeo ou nudfcttdft» uma membrana plasmética e um 
cáoptasma O citosoJ é operaoonalnwnte dtfMdO reuno aquela pane do 
■citoplasma que permanece no sobrenadarrtr depois da centrifugação de 
um extrato celular a iSO.OÕOg por th. 



A membrana p3 asmática define a periferia da célula, separando 
o sen conteúdo da circunvizinhança. Ela é composta de grande 
número de moléculas de lipídios e proteínas* mantidas juntas 
principal mente por interaçóes hidrofóbicas nlo-co valentes 
(pág, 14)i formando uma hicamada hidrofóbica fina, resistente 
c flexível, em volta da célula. A membrana é uma barreira à livre 
passagem de íons inorgânicos t â maioria de outros compostos 
polares ou carregados. Proteínas transportadoras da membrana 
pl asmática permitem a passagem de certos íons e moléculas. 
Chilras proteínas da membrana incluem os receptores, que (ram- 
mitem sinais do exterior para o interior cia célula, e is enzimas, 
que participam de reações em vias associadas a membrano*. 

Pdo fato de os lipídios individuais e as proteínas da mem- 
brana plasmitka não serem ligados covakntemente, a estrutura 
inteira é surpreendentemente flexível, permitindo alterações na 
forma c no tamanho da cétuk. À medida que uma célula cresce, 
moléculas de lipídios r proteínas recem -sintetizadas são inseri- 
das na sua membrana plasmálicai a divisão celular produz duas 
células, càáa uma com sua própria membrana. Crescimento e 
fissão ocorrem sem perda da integridade da membrana. Munia 
reversão do processu de fissão, duas superfícies de membrana* 
separadas podem-se fundir* também sem perda da integridade. 
Pu são e fissão da membrana são centrais aos mecanismos de 
transporte para o interior e o exterior das células, conhecidos 
como endacitose e exocítose, respectivamente. 

O volume interno limitado pela membrana plasmáticá, o 
citoplasma* é composto de uma solução aquosa, o citosol, e de 
uma variedade de partículas insolúveis suspensas i Fig. 2-11, O 
citosol é uma solução aquosa alta mente concentrada com uma 
composição complexa e uma consistência gelatinosa. Dissolvi- 
das no cilosol estão muitas enzimas e as moléculas de RNA que 
as codificam; as subunidades jnorw>méricas taminoáddos c nu 
decKfdéosl a partir das quais essas macromoléculas sio monta- 
das; centenas de pequenas moléculas orgânicas chamadas de 
metabólitos, intermediários nas vias biossmtetizantrs e degra- 
dittvo*; as coenzimas, compostos de peso molecular interme- 
diário ( Af, 200 a I .0001 que são participantes essenciais em mui- 
tas reações catalisadas por enzimas; e os ions inorgânico v 

Entre as partículas suspensos no dtosol estão os cumplexcrt 
supramolecukres e, em quase todas as células não baclerianas, uma 
variedade de organelos limitadas por mrmbrana onde está locali- 
zada a maquinaria metabólica especializada, Ribossomos, peque- 
nas partículas de 1 8 a 22pm de diâmetro ( I mm é igual a I ET^m) as 
quais são compostas acima de 50 diferentes moléculas dc proteí- 
nas e RNA, são os locais onde ocorre a síntese protéioa. Os ribosso- 
mos envolvidos na síntese das proteínas* frequentemente, ocor- 
rem em agregados chamados de polissomos (polírribossomos), 
mantidos juntos por uma fita de RNA mensageiro, Também estão 
presentes no citoplasma de muitas células os grânulos que contém 
nutrientes armazenados* como o amido e a gordura. 
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Todas lis células vivas possuem em pelo menos uma parte 
da sua vida um núcleo ou um mjcleúidc, onde o grnoma (o 
conjunio completo de genes» compostos de DNA) é armazena 
do e replicado. As moléculas de DNA são sempre muilo mais 
longas do que as próprias células e são firmemente dobradas e 
empacotadas dentro do núdeo ou nudeóide como complexos 
supramoleculartt de DNA com proteínas específicas. O nucleói 
de hacf eriano não é separado do citoplasma por uma membrana, 
mas nos organismos superiores o material nuclear é envolto por 
uma membrana dupla* o envelope nudear. As células com envek> 
pe nudear slo chamadas de eucariotos (do pego eu, “verdadci - 
no*, e "tiúdeó" I; aquelas sem envelope nuçLrãr — células 

bacteninas — são cm procariotos ido grego pro. “antes*'). 

Ao contrário da$ bactérias, os eucariotas possuem uma va- 
riedade de outras organdas limitadas por membrana no seu rí- 
toplasma* mcluíndo iíii!ocôndría&* retículo endoplasmitico. 
complexo de Golgi, íisossumos e vaaiolos (organelas encontra- 
das em células dc animal e plantas» respectiva mente)» é nas célu- 
las íolossintetiranles» os clomplastos. 

Neste capítulo revisaremos rapidamente as relações evolu- 
cionárias entre algumas células e organismos eo mu mente estu- 
dados e as características estruturais que distinguem as células 
de vários tipos. Nosso foco principal estará nas células eucarió- 
ticas. Também serio discutidos rapidamente os parasitai celu- 
lares conhecidos como vírus. 

Dimensões Celulares 

A maioria das células é de tamanho microscópico, invisível ao 
olho desarmado. Células animais e de plantas possuem tipica- 
mente de 5 a lOOpm de diâmetro e muitas bactérias lêm apenas 
1 a ipm dc comprimento (1 (im é igual a 10"Vi}. 

O que limita a dimensão de uma célula? O limite inferior é 
provavelmente estabelecido pelo número mínimo de cada uma 
das diferentes faiomolécuiás requeridas peia célula* As menores 
células completai certas bactérias conhecidas como mkoplas- 
mi* possuem 300nm dc diâmetro e tém um volume de aproxi- 
madamente 1 0’ u ml_ Um único r rbossomo possui cerca dc 2Ónm 
na sua malar dimensão, de forma que alguns ribossomus ocu- 
pam tuna fração substanciai do volume da célula. Numa célula, 
uma solução IpM dc um composto (uma concentração típica 
para alguns mctabóLitos menores) representa apenas 6.000 
moléculas. 

O limite superior do tamanho celular é provavelmente esta- 
bríeddo pda velocidade de difusão das molécuks dos solutos 
nos sistemas aquosos Uma célula bactéria na que dependa de 
reações que consumam oxigénio para a produção de energia 
{uma célula arróbica) deve obter oxigénio molecular í'Q>) do 
meio circundante pela difusão através da sua membrana plas- 
mática A cétuía e tia pequena e a relação da área da sua superfí- 
cie com o seu volume é tão grande, que todas as partes do cito- 
plasma são facilmente alcançadas pelo Oj que se difunde dentro 
da célula, A medida que o tamanho de uma célula aumenta, sua 
raiáo superfície volume diminui, até que o metabolismo con- 
suma Oj mais rápido do que a difusão possa suprir. O metabo- 
lismo aeróbico torna-se, portanto, impossível à medida que o 
tamanho celular aumenta além de um certo ponto, impondo 
um limite superior teórico ao tamanho da célula aeróbica. 

Há exceções interessantes a essa generalização de que a célu- 
la deva ser pequena. A alga verde Nitella possui células gigantes 
de vários centímetros de comprimento. Para garantir a chegada 
de nutrientes, de metabólitos e da informação genética (RN A) 
para todas as suas partes, cada célula é vigorosa mente “agitada' 


por correntes dtoplasmátkas ativas (veja Fig. 2-18), A forma de 
uma célula também pnde ajudar a compensar o seu longo tama- 
nho. Uma esfera lisa possui a menor razão possível superfície/ 
volume para um dado volume. Muitas células grandes, embora 
aproximadamente esféricas, possuem superfície all amente con- 
voluta (Fig. 2- 2a), criando glandes areas de superfície para o 
mesmo vuluine e» portanto, facilitando a captação de combustí- 
veis e nutrientes, além da liberação de produtos de excreção para 
o meio circundante* Outras células ( neurônios, por exemplo) 
possuem uma elevada razão superfície/ vot ume peio fato de se- 
rem longas e delgadas, em forma dc estrela ou aftamente ramifi- 
cadas (Fig. 2-2>), cm vez tfc esféricas. 



Figura 2-2 - Convoàiçfes da membrana pias-manca, ou extensões fins 
e longas do citoplasma, aumentam ã ròièo entre a superftoe e o vdixne 
das cétiias. ía) CdUas da mucosa intestinal ío revestimento i nte rn o do 
intestino delgado), a membrana ptasmãiic* rewstindo a luz mtstmai 
apresenta dotraduras com mitrovifcftdades, aumentando a ãrea para a 
absorção dos nutrientes pelo intestino (b) Neurônios do hipocampo do 
cérebro de rato possuem vãnos mrflmefro* dé comprimento, mas suas 
longas extensões íaxümos) têm apenas FOnm de espessura 


Células e Tecidos Usados em 
Estudos Bioquímicos 

Pelo fato de todas as células vivas terem -se desenvolvido dos 
mesmos progenitores, elas compartilham certas semelhanças 
fundamentais. Estudos bioquímicos cuidadosos de apenas al- 
guns tipos de células, embora diferentes nas minúcias bioquí- 
micas e variados na aparência superficial, devem entretanto ge- 
rar princípios gerais aplicáveis a iodas as células e organismos. 
O efervescente conhecimento cm biologia nos últimos 1 50 anos 
tem apoiado essa proposição repeli livamerite. Certas céluks, te- 
cidos e organismos têm-se mostrado mais apropriados ao estu- 


do experimental do que outros O conhecimento em bioquími- 
ca é prima riamente derivado de alguns organismos e tecidos re- 
presentativos como a bactéria Escherkhia cdi, a levedura Sac- 
dmromyces cerevisiae, as algas fotossíntetizantes, tais como Chía- 
mydomonas , as folhas de espinafre, o fígado de rato e o músculo 
esquelético de vários vertebrados. Alguns estudos bioquímicos 
focalizam o isolamento, a purificação e a caracterização de com- 
ponentes celulares; outras pesquisas investigam as vias metabó- 
licas e genéticas das células vivas, 

Um experimentador ideal mente começa o isolamento de 
enzimas e de outros componentes celulares com uma fonte de 
material homogéneo e abundante. O componente de interesse 
(como uma enzima ou ácido nucléico) frequentemente repre- 
senta apenas uma fração minúscula do material total e gramas 
ou mesmo quilogramas do material inicial são necessários para 
se obter apenas alguns miligramas do componente purificado, 
Uma fonte homogênea de uma enzima ou ácido nucléico, em 
que todas as células sejam bioquímica e geneticamente idênti- 
cas, não deixa nenhuma dúvida sobre que tipo celular produz o 
componente purificado e torna mais seguro extrapolar os resul- 
tados dos estudos in vitro para a situação in vivo, Uma cultura 
em laiTga escala de células bacterianas ou protistas (E, colh S, ce- 
reviíiae ou Chlnmydomonãs^ por exemplo), todias derivadas por 
divisão do mesmo ancestral e portanto geneticamente idênti- 
cas, preenche o requisito de uma fonte homogénea e abundante. 
Tecidos individuais de animais de laboratório (fígado de rato, 
cérebro de porco, músculo de coelho) são fontes abundantes de 
células semelhantes, embora não idênticas. Algumas células ani- 
mais e de plantas proliferam em culturas de tecidos, produzindo 
populações de células idênticas (clones) em quantidades apro- 
priadas para a análise bioquímica, 

Mutantes genéticos, nos quais um defeito num único gene 
produz uma proteína defeituosa, a qual causa um defeito funeíu- 
nal específico na célula ou organismo, são extremamente úteis 
no estabelecimento de que um certo componente celular é es- 
sencial para uma função celular particular. Pelo tato de ser tec- 
nicamente muito mais fácil produzir e detectar mutantes em 
bactérias e na levedura, esses organismos (£, co!i e 5. cenevisifle, 
por exemplo) têm sido os alvos experimentais favoritos para os 
geneticistas bioquímicos. 

Uma vez que o gene para uma proteína tenha sido isolado, 
pode-se muitas vezes ser inserido etn uma célula bactéria na ou 
levedura, as quais atuam como fábricas biológicas, superprodu- 
zindo a proteína. Com técnicas de engenharia genética, os expe- 
rimentadores podem introduzir mutações específicas em certos 
genes e determinar seus efeitos sobre a estrutura e função da 
proteína, 

Um organismo que seja fácil de ser cultivado no laborató- 
rio, com um tempo de geração curto, oferece vantagens signifi- 
cativas para a pesquisa bioquímica. Um organismo que requei- 
ra apenas umas poucas moléculas precursoras simples no seu 
meio de crescimento pode ser cultivado na presença de um pre- 
cursor radioativamente marcado e este ter o seu destino meta- 
bólico convenientemente traçado, seguindo-se a incorporação 
dos átomos radioativos nos seus produtos metabólicos, O curto 
tempo de geração dos microrganismos (minutos ou horas) per- 
mite ao investigador seguir o precursor marcado ou um defeito 
genético através de muitas gerações em alguns dias, Nos orga- 
nismos superiores* com tempo de geração de meses ou anos, 
isso é praticamente impossível. 

Alguns tecidos altamente especializados dos organismos 
multicelu lares são notavelmente enriquecidos de algurn com- 
ponente particular relacionado à sua função especializada. Para 
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Células de Saccharomyces ctrevism [levedura) em divisão. 

os estudos sobre funções ou componentes específicos* os bio- 
químicos comumente escolhem o tecido especializado para os 
sistemas experimentais, por exemplo, o músculo esquelético dos 
vertebrados é uma fonte rica de actina e miosina; as células se- 
cretor ias do pâncreas contém altas concentrações de retículo 
endoplasmãtico rugoso; as células do espermatozóide são ricas 
em DNA, o figado contém altas concentrações de muitas enzi- 
mas das vias biossintetizantes; as folhas do espinafre contêm 
grandes quantidades de doroplastos. 

Algumas vezes, a simplicidade da estrutura ou função torna 
uma célula ou organismo particular atraente como sistema ex- 
perimental Para u estudo da estrutura e função da membrana 
plasmátíca* o eritrócito maduro (glóbulo vermelho) tem sido 
um favorito, porque ele não tem membranas internas para com- 
plicar a purificação da membrana pJasmátíca. Alguns vírus bat- 
terianos (bacteriófagos) possuem poucos genes, Suas moléculas 
de DNA são, portanto, menores e mais simples do que aquelas 
do homem ou do milho e mostrou-se ser mais fácil estudar a 
replícação nesses vírus do que nos cromossomos humanos ou 
do milho. Provou-se ser mais fácil estudar a replicação do UNA 
com esses vírus do que com cromossomos eucarióticos, porque, 
quando um vírus infecta a célula bactéria na, acontece uma rápi- 
da e si n crônica síntese de DNA, muitas vezes acompanhada por 
um aumento dos níveis das enzimas da replicaçáo do DNA- 

A descrição bioquímica das células vivas neste livro é uma 
composição baseada no estudo de muitos tipos de células, O 
bioquímico deve sempre ser cauteloso na generalização de re- 
sultados obtidos em estudo de células, tecidos ou organismos 
selecionados e no relacionar o que é observado in vitro com o 
que acontece dentro da célula viva. 




019 


Evolução e Estrutura das 
Células Procariótkas 

Doa (jrmles grupos de procantnos podem ser distinguidos cm 
solo bioquímico: j arqiieobac teria ( do grego arçfà. “origem") ç a 
euhactérui {do grego eu. “real" L A eubactéria hahiia o solo, a su- 
perfície do* aguas e os tecidos dc outro* organismos vivos ou em 
dttwnpusíçÂo. A mais comum e mais bero estudada bactéria, in- 
diundo a E fflti» sào as eubactcriãs. A* aiqueobactériãs Foram mais 
rrtmtemente de^obertas e menos carzeicriradas bioquimicamen- 
te. A maioria Habita os ambientes mais extremos — águas salga - 
dax águas quentes, pântano* e regiões profundas dos oceanos. 
FvidoTH us disponíveis sugerem que a arqueobacléria c a euhacte 
ria divergiram precocemente na evolução e constituem dois rei- 
nos ou domínios separados, algumas vezes chamados Bactéria c 
Arqueo. Iodos os organismos eucariotoü que constituem o ler* 
«iro domínio, Hucario, surgiram da mesma ramificação que de* 
ram origem ao Arqueo; arqueobactéríos todavia estão mais pro- 
ximamente relacionadas com eucâriotos do que com as cuhacié 
rias. Com *1 disponibilidade da completa seqüéncia genòmica para 
a arqucubactéría {como por exemplo a Aktha twoccusjamuisdni) 
c para a eubactêna {E. coífTa extensão da divergência entre esses 
domtnkxv de vida tomou-se completa mente aparente: menos da 
metade t Ua genes da Aí jiimiaídiii possui homólogos reconheci- 
dos em ti a*ti. Além disso, os genes que codificam as proteína* 
requerida* para a rcplkação do DNA, a transcrição do RNA e a 
síntese proteica na arqueobacléria Aí. íuirriiLkfm sào em geral do 
mesmo tipo dm encontrados cm eucarkHm e distintamenle dife- 
rente* dm envolvidos no mesmo processo em cubactéria. 
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Níjt« íp„ uma oanubaoer» HiiPtíúuefiíMie- E*u tim- 
pin miefogrilia motíra longos coliíts d-u Lduiaj indhri- 

duail jftísitj tliladas. 

Dentro dos domínios de Bactéria e Arqueo estão subgrupos 
distinguíveis pdos habitat* nos quais des vivem. Em hábnats 
aeróhivos com um abundante suprimento de oxigénio, alguns 
organismos residentes vivem por meio do metabolismo aeróbi- 
co; os seus processos catabólicos terminam, em última análise, 
na transferência de elétrons das moléculas combustíveis para o 
oxigénio. Outros ambientes são unaeróbícos, virtual mente des- 
providos de oxigénio, e os microrganismos adaptados a esse* 
ambientes conduzem o catabolismo sem de. Essas bactérias 
transferem elétrons para nitrato ( fartmndo N?), sulfato ( forman- 
do HiS> ou COj {formando metano* CH*)» Muitos organismos 
que tiveram origem em ambientes anãéróbicos são obrigatoria- 
mente anaeróbios; eles morrem quando expivçtos ao oxigénio. 


Os ürganismos podem ser divididos em duas vastas categorias, 
segundo suas fontes de energia: fotutrápiens (do grego frupfíê/ali - 
memaçáo - ) hiz sdar como fonte, enquanto os quimiotropkos oti- 
téju sua energia a partir da oxidação de um combustível Os lòto- 
(rópkús podem ser ainda divididos naqueles que podem obter lodo 
o carbono necessário a partir do Q> cautotróficosi e naqueles que 
requerem nutrientes orgânicm i heterotróficos i. Nenhum quimki- 
trópico pode obter seus ateimo* de carbono odusxvvncnle a partir 
do COh (isto é, não ha lutotrófkos nesse grupo), mas o* qtfímio- 
trópicos podem ser dassrfiratk» amt ia por diferentes crilctim: se 
os. combustíveis que eles oxidam são inorgânicos < Ehotrofkort ou 
orgânicos lorganotrófkos A maioria dos organismos conhecidos 
pertence a estas quatro grandes categorias aulolróficos ou hetero- 
tróficos entre os fotossintctiranles e Ijimrofico* ou orginotróficos 
entre os oxidantes químicos (Hg, 2 - 3 ). Então os procariòtiwi têm 
varias maneiras de obter carbono c energia. A E raíi, por exemplo, 
é um quíimorganoeterotrófico, requer compostos orgânicos do seu 
ambiente como combustível e como fonte de carbono. Às ciano- 
bactírias são fotolitoautotrúfícas, das usam a luz solar como fonte 
de energia e convertem CjOj para as biomoléeulas. 
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Fiqura 2-2 - Os organismos podem w f (faaiiatfDS de Xüròa com sua 
tüntí d# energia üuz sotof ou compostos Químicos modáwcs) e Sua fonte 
de carbono para a ítihp de material ce+Jar. 

Como mostra a Figura 2 * 4 , as células iniciais provável men - 
le surgiram há 3,5 bilhões Í 3,5 * I 0 V ) dc anos, numa mistura 
rica de compostas orgânicos, a “sopa primordial", dos tempos 
pré-hióticos; eles eram quase certa mente quimioeterotróficos. 
Os compostas orgânicos requeridos foram originalmcnic sin- 
tetizados a partir desses componentes da atmosfera terrestre 
inicial, como o CO, CO* N> e GH*> pelas ações não biológicas 
do calor vulcânico e luminoso (Capítulo 3 ), Qs hetero tráficos 
primitivos gradual mente adquiriram a capacidade de obter sua 
energia de certos compostos do seu ambiente e usar essa ener- 
gia para sintetizar cada vez mais as suas próprias molécula* pre- 
Ciinoró; tornando-se. por unto, menos dependentes das fan- 
tes externas dessas molécula* Um evento evolucionário muiln 






significativo foi o desenvolvimento de pigmentos capazes de cap- 
tar a luz visível do Sol, permitindo a célula usar a energia para 
reduzir ou “fixar'’ o COj em compostos orgânicos mais com- 
plexos. ü doador original de elétrons para esses organismos fo- 
tossinictizantcs foi provavelmente o H^S, produzindo o elcmen- 
to enxofre ou sofra to tSQp co rtio subproduto, entretanto mais 
tarde as céEuUv desenvolve ram a capacidade en rim ática para usar 
H : 0 como doãdbra de elétrons nas reações fotossintelízante*. 
eliminando o G : como subproduto. As cianobactérías *ão os 
descendentes modernos desses produtores fotpssjntctfrarttes pri- 
mitivos do Oj. 

A atmosfera da Terra nos estágios iniciais da evolução blold- 
gka era quase desprovida de O- e as primeiras células foram, por- 
tanto, anaeróbicas. Sob essas condições, os quimioetetuirdficos 
puderam oxidar compostos orgânicos para CO- pela passagem de 
détrons não pára O O;, mas para aceptores tais como 5GÍ', pro- 
duzindo H : S como produto. Com o surgimento das bactérias ío- 
(ossiníetizanlcs, produtoras de fX, a atmosfera teirertir tornou- 
se progressiva mente mais rica em 0> um poderoso veneno oxi- 
dante e mortal para os anaeróbios adaptados ao moderado 
ambiente. Respondendo ã pressão evolucionária do então chamado 
"holocausto do oxigénio" algumas linhagens de microrganismos 
deram origem aos aeróbios que obtinham energia pela passagem 
de elétrons a partir dc moléculas combustíveis para o oxigénio. 
Pelo faio de a$ transferências de elétrons a partir de moléculas 
orgânicas para o O; produzirem uma grande quantidade dc ener- 
gia [elas são muito exergânicas, veja Capítulo 1), os organismos 
aeróbicos desfrutam uma vantagem energética sobre sua contra- 
partida anaeróbica, quando ambos competem num ambiente con- 
tendo Oj. Essa vantagem se traduz pela predominância de orga- 
nismos aeróbicos nos ambientes ricos em ü 2 . 

As bactéria» modernas habitam quase todos os nichos eco- 
lógicos na biosfera, hã espécies de bactérias capazes de usar pra- 
ticamente todo tipo de composto orgânico como fonte de car- 


bono e energia. Bactérias fotossintetizantes em águas marinhas 
ou frescas captam energia solar e á usam para gerar carboidratos 
e todos os outros constituintes celulares, os quais são por outro 
lado usados como alimento pelas outras formas de vida. Um 
potencial limitante para crescer na reserva da biosfera é a díspo- 
nibil idade de compostos contendo nitrogênio e aqui as bacté- 
rias são uma ligação essencial na fede global de alimentos. Umas 
poucas Linhagens de bactérias, chamadas de diazotrófkas. são 
04 linicos organismos sobre a Terra que podem converter meta- 
bolicamente o nitrogénio atmosférico (N ? ) para compostos bio- 
logicamente necessários em um processo conhecido como fixa- 
ção de nitrogénio. Reações impulsionadas pda luminosidade e 
a indústria fertilizante também contribuem signilicativamente 
para o balanço global de nitrogênio fixado. Entretanto, estas ulti- 
mai fontes de nitrogénio biodisporuvcl não são necessariamente 
as fontes imediatas de suprimento para a biosfera. A maioria 
das compostas de nitrogênio captados pd« organismos é re- 
ciclada a partir do rejeito orglnko e aqui, outTa vez, as bacté- 
rias exercem um papel essencial na fede global, atuando como 
últimos consumidores, degradando o material orgânico de 
plantas e animais mortos e reciclando os produtos finais para 
o ambiente. 


A Eichenchia coti é a célula 
p roca rí ótica mais bem estudada 

As células bacterianas compartilham certas características es- 
truturais comuns. mas também apresentam especializações gru- 
po-específicas (Fig. 2-5). A £ Cúli é um habitante usualmente 
inofensivo do trato intestinal dos seres humanos e de muitos 
outros mamíferos. A célula da E. eoli tem cerca de 2pm de com- 
primento ç um pouco menos de Ipm de diâmetro, tem uma 
membrana externa protetora e uma membrana plasmática in- 
terna que envolve o citoplasma e o nudeòédfc Entre as membra- 
nas interna e externa há uma fina, mas forte, camada de peptideo- 
glícanos (polímeros de açúcar unidos por ligações cruzadas de 
aminoicidos i, que fornece á célula sua forma e rigidez, A mem- 
brana plasmática e as camadas externas constituem o envelope 
celular. Diferenças no envelope celular são responsáveis pelas 
afinidades diferentes para o corante violeta de genciana que é a 
base do corante de Gram; as bactérias gram- positivas retém □ 
corante, e as bactérias gram -negativas nâo, A membrana exter- 
na da £. cõIí como a de outras eubactérias gram-negaiivas, é 
semelhante à membrana plasmátka na estrutura, mas é dife- 
rente na composição. Nas bactérias gram -positivas (Buní/us 
ídií e Staphyiococctís aureu& T por exemplo) não hã me mbra na 
externa e a camada de peptidéoglicanos que envolve a membra- 
na plasmática é muito mais espessa do que nas bactérias gram- 
ncgaiivas. Na Arqueo, a rigidez é conferida por um lipo dife- 
rente de ligações cruzadas de polímero de açúcar { “pseiidopep- 
tideogJicano"). As membranas plasmarieis das eubactérias 
consistem de uma fina bicam ada de moléculas de Lipídios pene- 
trada por proteínas. As membranas das arqueobaflérias possu- 
em uma arquitetura semelhante, embora os seus lipídios difi- 
ram dos das eu bactérias, 

A membrana plasmática contém proteínas capazes de trans- 
portar certos íons e compostos para dentro da célula e transpor- 
tar produtos e resíduos para Fora, Também na membrana plas- 
mática da maioria das eu bactérias estão as proteínas transpor- 
tadoras de elétrons (dtocromos), essenciais na formação do ÁTF 
a partir do ÀDP (Capítulo l ). Na bactéria fotossintetizante, as 
membranas Internas derivada» da membrana plasmática con- 
tém clorofila e outros pigmentos que captam a luz. 
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Qs ribossnrncs haeteríanas sào mentirei do que os 
riboísomos eucarísticos, mas apresentam a mesma função 
— síntese prméica a partir de um RNA mensageiro. 



Nudeóide 

CJantém uma longa e simples 
molécula de DMA circular. 


Filo 

Fornece pontos de 
adesão para a 
superfície de outras 
células. 


Flagelo 

Impulsiona a 
célula através de 
seu ambiente. 


Envelope celular 
A estrutura vária 
com o tipo de 
bactéria. 


Bactéria gram-negativa 
Membrana extema c camada 
de peptideoglicano 


Bactéria gram- positiva 

Camada de peptidenglieano 
mais grossa: membrana 
extema ausente 


á partir da membrana externa* células da £* coli e de algu- 
mas outras eubactérias projetam estruturas curtas* semelhantes 
a um cabelos chamadas de pilos, pelas quais as células aderem à 
superfície de outras células. Cepas de E. coli e outras bactérias 
móveis possuem um ou mais flagelos, que podem propelir a 
bactéria através da sua vizinhança aquosa. Os flagelos bacte ria- 
nos são bastões helicoidais* finos, rígidos* de 10 a 20 nm de es- 
pessura e alcançando várias centenas de mícró metros de com- 
primento. Eles estão ligados a um motor rotatório* uma estru- 
tura proteica que gira no plano da superfície celular* rodando 
o flagelo. 

O citoplasma da £. coli contém cerca de 15.000 ribossomos, 
milhares de cópias de cada um dos vários milhares de enzimas 
diferentes, numerosos metabólitos e co- fatores e uma variedade 
de íons inorgânicos. Sob algumas condições, grânulos de polis- 
sacaridcos ou goticulas de lipídios se acumulam. O nucleóide 
contém uma molécula circular única de DMA. Embora a molé- 
cula de DNA de uma célula da E. coli seja quase 1.000 vezes maior 
do que a própria célula, da é empacotada com proteínas e fir- 
memente dobrada no nudeóide* que é menor que lpm na sua 
maior dimensão. Como em todas as bactérias, nenhuma mem- 
brana envolve o material genético. Além do DNA no nucleóide* 
o citoplasma da maioria das bactérias contém segmentos circu- 
lares de DNA menores chamados de plasmídios. Na natureza, 
alguns plasmídios conferem resistência a toxinas e antibióticos 
no ambiente* No laboratório, esses segmentos de DNA não-es- 
sendais são especialmente apropriados à manipulação experi- 
mental e extremamente úteis aos genetidstas moleculares. 

Há uma divisão de trabalho dentro da célula bacteriana, O 
envelope celular* que inclue a membrana plasm ática, regula o 
fluxo de materiais para dentro e para fora da célula e protege a 
célula de agentes ambientais nocivos, À membrana plasmática e 
o citoplasma contêm uma variedade de enzimas essenciais ao 
metabolismo energético e à síntese de moléculas precursoras; os 
ribossomos fabricam proteínas; o nudeóide armazena e trans- 
mite a informação genética* A maioria das bactérias leva uma 
existência que é quase independente de outras células, mas al- 
gumas espécies bacterianas tendem a se associar em agrupamen- 
tos ou filamentos e algumas (as mixobactérias* por exemplo) 
demonstram um comportamento social simples. 



Cianobactéria 
Tipo de bactéria grani- 
negativa com camada de 
peptideoglicann flexível e 
extenso sistema de membranas 
internas contendo pigmentos 
fotossintetizaiites 



Arqueobactéria 
Camada de pseud-upeptideo- 
gíicano fora da membrana 
plasmática; ausência de 
membrana externa 


Evolução das Células Eucariõticas 

Fósseis mais antigos do que 1>5 bilhão de anos estào limitados 
àqueles organismos pequenos e relativamente simples* semelhan- 
tes na forma e no tamanho aos procariotos modernos* Inician- 
do- se há cerca de 1,5 bilhão de anos, os registros fósseis come- 
çam a mostrar evidência de organismos mais complexos e maio- 
re*s, provavelmente as primeiras células eucariótícas {Fig. 2-4). 
Detalhes da via evolucionária dos procariotos para os eucario- 
tos nâo podem ser deduzidos apenas a partir dos registros fós- 
seis, entretanto comparações morfológicas e bioquímicas de or- 
ganismos modernos sugerem uma seqüéncia razoável de even- 
tos consistentes com a evidência fóssil. 


Figura 2-5 - Características estruturais comuns das células bacte- 
rianâs. Ppr causa das diferenças na estrutura da parede celular, algumas 
eubactérias (bactérias gram-positivas) retêm □ corante do Gram e outras 
náü (bactérias gram-negativas). A f cofré gram- negativa. As cianobacté- 
rias são tambàm eubactérias, mas se distinguem pelo seu extenso siste- 
ma de membrana interna, em que estão localizados os pigmentos fotos- 
sintetizantes. Embora a parede celular de arquebactéria e a de eubactéria 
gram-posrtiva pareçam semelhantes à microscopia eletrónica, as estrutu- 
ras da membrana de lipídios e dos palissacarídeos da parede celular são 
distinta mente diferentes nesses organismos. 


As células eucariótícas evoluíram 
das procariólicas em várias etapas 

Três alterações principais devem ter ocorrido quando os proca- 
riolos deram origem aos eucariotos (Fig. 2-6). Primeiro* as cé- 
lulas adquiriram mais DNA, surgiram mecanismos que o do- 
braram e o compactaram em discretos complexos com proteí- 
nas específicas e dividiram -no igual mente entre as células filhas 
durante a divisão celular. Esses complexos DN A-proteína, os 
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Figura 2-6 - Evolução dos eucariotos. Üs organismos modernos podem ter se originado a partir de um ancestral p roca noto comum por meio de 
uma série de associações endossimbióticas. O eucarioto anaeràbico primitivo derivou suas. estruturas nucleares (vermelho) a partir de uma arqueo- 
bactéria, e suas estrututras movéis (nâo mostradas), a partir de uma eubactéria anaeióbica com a qual se fundiu. Esse eu-canoto primitivo mais tarde 
adquiriu a bactéria púrpura eodossimbi ótica (laranja), a qual adquiriu sua capacidade para catabolismo aerõbico e se tornou mais tarde a mitocôn- 
dria. guando a cianoóactéria fotossintehzante (verde) se tornou subseqü entemente endossimbionte de alguns eucariotos aeróbicos, essas células 
se tornaram os precursores fotossintetizantes das modernas algas verdes e plantas. 


cromossomos (do grego chroma, “cor" e wma t “corpo”), tor- 
nam-se especmlmente compactados no instante da divisão celu- 
lar, quando podem ser visualizados ao microscópio óptico como 
fios de crom atina. 

Segundo, à medida que as células se tornaram maiores um 
sistema de membranas intracelulares se desenvolveu, incluindo 
a membrana dupla que envolve o DMA, Essa membrana separa 
o processo nuclear da síntese de RNA usando o DNA como molde 
do processo citopl asmático da síntese das proteínas nos ribos- 
somos. Finalmente, as células eucarióticas primitivas* que eram 
incapazes de realizar fotossintese ou metabolismo anaeróbico* 
misturaram suas vantagens com as das bactérias aeróbicas ou 
fotossintetizantes para formar associações endossimbióticas que 
se tornaram permanentes. Algumas bactérias aeróbicas evoluí- 
ram para as mitocòndrias dos eucariotos modernos e algumas 
cianobactérias fotossintetizantes tornaram-se os plastídios, tais 
como os doroplastos das algas verdes, os prováveis ancestrais 
das modernas células das plantas. As células procarióticas e eu- 
carióticas são comparadas na Tabela 2-1, 

As células eueariótícas primitivas deram 
origem a diversos protistas 

Com o surgimento das células eucarióticas primitivas, o passo 
seguinte da evolução levou a uma tremenda diversidade de or- 
ganismos unicelulares eucarióticos (protístas). Alguns deles (os 
com doroplastos) assemelhavam -se aos proíistas fotossinteti- 


zantes modernos como a Euglena e as Chíamydotnono$i outros 
protistas nào-fotossintetizantes eram mais parecidos com o Rri- 
ramedum ou o Dictyostdium. Os eucariolos unicelulares sào 
abundantes e as células de todos os organismos multicelulares* 
animais, plantas e fungos são eucarióticas. 

Principais Características Estruturais 
das Células Eucarióticas 

As células eucarióticas típicas {Fig. 2-7) São muito maiores do 
que as células procarióticas, comu mente de 5 a lüüjim de diâ- 
metro* com volumes cdulares de milhares a milhões de vezes 
maiores do que aqueles das bactérias. A característica diferencia - 
dora dos eucariolos é o núcleo com uma estrutura interna com- 
plexa, envolvida por uma membrana dupla. Outra diferença 
marcante entre eucariotos e procariotos é que os eucariotos con- 
tém várias outras organelas limitadas por membranas. Os itens 
a seguir descrevem com mais detalhes as estruturas e os papéis 
dos componentes das células eucarióticas, 

A membrana plasmática contém 
transportadores e receptores 

A superfície externa de uma célula está em contato com outras 
células, com o fluído extracdular e os solutos* assim como com 
moléculas nutrientes, hormônios, neurotransmissores e antíge- 
nos presentes naquele fluido. As membranas plasmáticas de to- 


Figura 2-1 - Ilustração esquem.átita dos dois tipos de células eucarióticas: uma célula animal representativa (a) e uma célula de planta representativa 
(b}. As células de piantas são usualmente de 10 a lOOpm de diâmetro, maior do que as células animais, as qua^s tipicamente variam de 5 a 30p.m. Ás 
estruturas marcadas em vermelho são especificas para células animais ou de plantas. 
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das as células contém uma variedade de transportadores, proteí- 
nas que atravessam a espessura da membrana e transportam 
nutrientes para dentro e produtos residuais para fora da célula. 
As células possuem também proteínas de superfície da mem- 
brana (receptores de sinais J que apresentam sítios de ligação 
ai lamente específicos para moléculas sinalizadoras extracelula- 
res (ligantes dos receptores). Quando um Ligante externo se une 
ao seu receptor específico, a proteína receptora traduz o sinal 
transportado por esse ligante em uma mensagem intracelular 
{Fíg- 2-3). Por exemplo, alguns receptores de superfície estão 
associados com canais iònicos que se abrem quando o receptor 
está ocupado, permitindo a entrada de íons específicos; outros 
ativam ou Inibem enzimas celulares na superfície da membrana 
interna. Qualquer que seja o modo de transduçao de sinal, os 
receptores da superfície atuam caracteristicamente como am- 
plificadores de sinal — ■ uma única molécula ligante unida a um 
único receptor pode provocar o fluxo de milhares de íons atra- 
vés de um canal aberto, ou a síntese de milhares de moléculas de 
um mensageiro intracelular por uma enzima ativada. 



Figura 2-8 - Proteínas na membrana plasmática funcionam como trans- 
portadores , receptores de sinais e canais iõnicas. Transportadores carre- 
gam substâncias para o interior e o exterior da célula; alguns transporta- 
dores usam energia para bombear íons e compostos contra um gradien- 
te de concentração. "Sinais, eatracelu lares são amplif içados pelos receptores: 
a ligação de gma única molécula ligante no receptor de superfície propi- 
cia a formação de muitas moléculas de um mensageiro intracelular, ou o 
fluxo de muitos íons através de um canal aberto. 

Alguns receptores de superfície reconhecem ligantes de bai- 
xo peso molecular e outros reconhecem macromoléeulas. Por 
exemplo, a ligação da acetikolina (M r 146) ao seu receptor de- 
sencadeia uma cascata de eventos celulares que estão por trás da 
transmissão de sinais para a contração muscular. Proteínas san- 
guíneas (Mf > 20.000) que transportam lipídios (lipo proteínas) 
são reconhecidas por receptores específicos da superfície celular 
e então transportadas para dentro das células. Antlgenos (pro- 
teínas, vírus ou bactérias reconhecidos pelo sistema imune como 
estranhos) ligam-se a receptores específicos e desencadeiam a 
produção de anticorpos, Durante o desenvolvimento de orga- 
nismos multicelulares, células vizinhas influenciam as vias de 
desenvolvimento da outra, como se fossem moléculas -sinal de 
um tipo celular reagindo com receptores de outras células. Des- 
sa forma, a superfície da membrana de uma célula é um mosai- 
co complexo de diferentes espécies de “antenas moleculares” al- 
tamente específicas, por meio das quais as células recebem, am- 
plificam e reagem a sinais externos. 

A maioria das células das plantas superiores possui uma 
parede celular do lado de fora da membrana pias má tk a (veja 
Fíg. 2-7b) que funciona como uma cobertura protetora rígida. 


A parede celular composta de celulose e outros polímeros de car- 
boidratos é espessa, mas porosa. Ela permite que a água e as mo- 
léculas pequenas passem facilmente, entretanto o inchaço da cé- 
lula devido ao acúmulo de água é contido pela rigidez da parede. 

A endodtose e a exodtose realizam 
fluxo através da membrana pl asmática 

Endodtose é um mecanismo para o transporte de componentes 
do meio circundante para o interior do citoplasma. Nesse pro- 
cesso (Fíg. 2-9), uma região da membrana plasmáüca se im agi- 
na, englobando um pequeno volume do fluido extracelular den- 
tro de um broto que se estreita e entra na célula pela fissão da 
membrana. A pequena vesícula resultante (endossomo) pode- 
se mover dentro do interior da célula, entregando o seu conteú- 
do para uma outra organeh limitada por uma membrana única 
(um lisossomo, por exemplo, veja pág. 26), pela fusão dag duas 
membranas, O endossomo, dessa forma, funciona como um£ 
extensão intracelular da membrana plasmátka, permitindo efe- 
tivamenle o contato íntimo entre componentes do meio extra- 
celular e regiões do citoplasma, que não poderiam ser atingidas 
pela difusão simples. A fagocitose é um caso especial deendoci- 
tose,em que o material transportado para dentro da célula (den- 
tro de um fagossomo) é uma partícula como um fragmento ce- 
lular ou mesmo uma outra célula pequena. O inverso da endo- 
citose é a exodtose ( Fíg. 2-9), na qual uma vesícula no citoplasma 
se move para a superfície interna da membrana plasm ática e se 
funde com ela, liberando o conteúdo vesicular para fora da mem- 
brana. Muitas proteínas destinadas à secreção para o espaço ex- 
tracelular são empacotadas para o interior de vesículas, chama- 
das de grânulos de secreção, e são liberadas pela exoeitose. 

O retículo en d opl asmático organiza 
a síntese de proteínas e lipídios 

As pequenas vesículas de transporte que se movem para dentro 
e para fora da membrana plasmática na endodtose e na exodto- 
se são partes de um sistema dinâmico de membranas intracelu- 
lares que inclui o retículo endoplasmátíco, o complexo deCulgi, 
o envelope nuclear e uma variedade de vesículas pequenas como 
os lisossomos e os peroxissomos (Fíg. 2-9). Embora geralmente 
apresentadas como elementos estáticos e distintos, essas estru- 
turas estão de fato em fluxo constante, com vesículas continua- 
mente brotando de uma estrutura, movendo-se através da célula 
e fundindo-se com estruturas membranosas em outros lugares. 

O retículo cndoplasmático (RE) é uma rede tridimensional 
de espaços envoltos por membrana alta mente enrolada, que se 
estende por todo o citoplasma e envolve um compartimento 
subcelular (a luz do retículo endoplasmátíco) separado do cito- 
plasma. Muitas das ramificações planas (cisternas) desse com- 
partimento são contínuas entre si e com o envelope nuclear. Nas 
células especializadas na secreção de proteínas para o espaço ex- 
tracelular, como as células pancreáticas que secretam o hormô- 
nio insulina, o retículo cndoplasmático é particularmente proe- 
minente. Os ribossomos que sintetizam as proteínas destinadas 
à exportação se ligam à superfície externa (dtoplasmática) do 
retículo endoplasmátíco, e as proteínas secretadas passam atra- 
vés da membrana para a luz, assim que são sintetizadas. Enzi- 
mas digestivas sequestradas dentro dos lisossomos ou proteínas 
destinadas para a inserção nas membranas pia sm áticas ou nu- 
cleares sâo também sintetizadas nos ribossomos ligados ao retí- 
culo endoplasmátíco. Diferentemente, proteínas que devam per- 
manecer e funcionar dentro do citosol são sintetizadas nos 
ribossomos citoplasm áticos não associados com o retículo en- 
doplasmãtico. 
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figura 2-9 - O sistema des endomemtjr a nas Esse sistema «<1m ú envelope nudear. o reiítulo entíoprasmateo, o compiexo de Goígi e 
♦anos upos de vescUas pequenas Esse «tema eo«ifve um compartimento f*jíi datmo do OtoSfil Os conteúdos da luz movem-se de uma 
"eghão do sstema de endom#rnbrarfls para outra, como pequenas vesículas de transporte que brotam de um componente e w furdem a 
Outro Etetnorr+crugraftas de grande aumento de uma cetuia seteenada mostram o reisoita endoptamâftco rugoso. salpicado com mjosso 
mos, o retículo enriopEasrnàKo fcso e o complexo de 6o*g» <0 tamanho do cpfnpfeio de G0I9 esta exagerado no diagrama parí maio* 
clareza .) O sistema das endomembranas é dinâmico, proteínas recém-smeiuadas mo«em-se para a luz do relKulo endoplasmatico rugosc e 
depois para O retículo eodoplasmâikn liso «. então. para 0 complexo de Golgi, por meio de vesículas de transporte. A porção ris do complexo 
de Golgi faceia 0 núcleo; a porção trans é a que esta mais prúxima da membrana plasmàtíca. NP complexo de Golgi, “endereços" molecu- 
lares sao adicionados ás proteínas especificas para direcioná-las para a superfície celular, para os lisossomos ou para as vesículas secretoras. Os 
conteúdos das vesículas secretoras sâo liberados pela célula por exoeitose A endootose e a fagocitose trazem materiais extra-celulares para 
dentro da célula. A fusão dos endossamos (ou fagC8H»nOS) com OS lisossamgs, que sao repletos de enzimas égtftiváS, leva ã degradação dos 
materiais e*traceíu^es 


A ligação <k milhares de ribossamos ígeralmcnte nas regiões 
das grandes cisternas) fornece ao retículo cndoplasmitko ru- 
gosó sua aparência granular i.hg. 2-9) e lambem o seu nome. 
Em outras regiões da célula, o retículo endoplasmálico está livre 
de ríbossomos, Esse retículo mdoplasmático liso, fisicamente 
contínuo com 0 retículo endopláám ático rugoso, é 0 sítio dá bius- 
üLhtese dos lipídios e de uma variedade de outros processos im- 
portantes, incluindo o metabolismo de certas drogas e conv 
postos íòsicm. O retículo endoplismátíco liso é geraimente tu- 
bular, diferentemente das longas cisternas planas típicas do 
retkiilo endoplasmãtico rugoso. Em alguns tecidos f músculo 
esquelético, por exemplo I. o reltculo endoplasmãiko é especia- 
lizado no armazenamento e na rápida liberarão de ions cálcio. 
O Ca ;+ liberado é o desencadeam? de muitos eventos celulares, 
incluindo a contração muscular. 

O complexo de Golgi processa 
e distribui as proteínas 

Quase todas as cdulas eucaríóticas possuem complexos de Gol- 
gi, sistema de cavidades memb r anosas ou cmem&s, arranjadas 
como feixes planos iFig. 2-9), Nomeado após 2 sua descoberta 


por Camillo Golgi, o complexo de Golgi é estrutural c fundo- 
nalmente assimétrico. O Lado ds faceia o retículo endopbsmafi- 
cü rugoso (e o núcleo) e o lado ttans faceia a membrana plasma - 
tica; entre estes estão os elementos mediais. As prol duas, durante 
sua síntese nos ríbossomos, ligam -se ao retículo endopl asmáti- 
co rugoso e sâo inseridas no interior [luz) das cisternas do retí- 
culo endoplasmático. Pequenas vesículas de membrana conten- 
do as proteínas receni emente sintetizadas brotam a partir do RE 
e movem-se para o complexo de Golgi, fundindo -se com o lado 
ds. Quando as proteína* passam através do complexo de Golgi 
para o Lado traiu, enzimas no complexo modificam as molécu- 
las protéicas pda adição de sulfato, carboidrato ou porções Lipi- 
dicas para as cadeias laterais de certos aminoa eidos. Uma das 
funções dessa modificação de uma proteína recém -sintetizada é 
“endereçá-la" à sua dest inação própria, assim que ela deixa o 
complexo de Golgi em uma vesícula de transporte que brota do 
lado Eram. Certas proteínas são envoltas em grânulos secretá- 
rios, eventualmente para serem liberadas da célula por exod tose. 
Outras são destinadas a organelas intracelulares como os lisos- 
somos, ou para a incorporação na membrana plasmática du- 
rante 0 crescimento celular. 
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Os lisossomos são os locais das reações degradatívas 

Lisossomos, encontrados somente em células animais, são vesi- 
cuias esféricas envoltas por uma simples membrana bilaminada 
(Fig, 2-9). Eles têm usualmente cerca de Lpm de diâmetro. Os 
Lisossomos contêm enzimas capares de digerir proteínas, polís- 
sacarideos, ácidos nucléicos e lipídios. Eles funcionam como cen- 
tros celulares de reciclagem fragmentando moléculas complexas 
trazidas para a célula por endocitose. Esses materiais entram se- 
letivamente nos lisossomos pela fusão da membrana lisossomal 
com endossomos, fagossomos ou organelas defeituosas e são, 
então, degradados aos seus componentes mais simples (amino- 
ácidos, monossacarídeos, ácidos graxos etc.) que são liberados 
no citosol para serem reciclados em novos componentes celula- 
res ou catabolízados. 

As enzimas degradatívas dentro dos lisossomos seriam pe- 
rigosas se não fossem confinadas pela membrana lisossomal: 
seriam livres para agirem todos os componentes celulares. Uma 
segunda linha de defesa contra a destruição indesejável de ma- 
cromoléculas cito&ólicas pelas enzimas Usossomais é a diferença 
de pH entre o lísossomo e o citosol, mantida pela ação de uma 
bomba de prótons impulsionada por ATF na membrana lísos- 
somal. O compartimento lisossomal é mais ácido (pH < 5) do 
que o citoplasma fpH * 7), e as enzimas lisossomais são pratica- 
mente inativas no pH elevado do citosol. 

Os vacúolos das células de plantas 
desempenham várias funções importantes 

As células das plantas não possuem lisossomos, embora seus 
vacúolos desempenhem reações degradatívas semelhantes, bem 
como outras funções não encontradas nas células animais. As 
células de plantas em crescimento contém vários vacúolos pe- 
quenos, vesículas envoltas por uma bicamada de membrana 
única, que se fundem e se tornam um grande vacúolo central 
(Fig. 2-10; veja também Fig. 2- 7b). O vacúolo pode representar 
cerca de 90% do volume total da célula madura, pressionando o 
citoplasma a tornar-se uma fina camada entre o vacúolo e a 
membrana pl asmática. A membrana envolvendo o vacúolo, cha- 
mada de tono pia st o, regula a entrada de íons, metabólitos e es - 
truturas celulares destinadas à degradação, e o liquido dentro 
do vacúolo contém enzimas digestivas que degradam e reciclam 
os componentes ma crom oleculares. Desde que no lisossomo, o 
pH dentro do vacúolo é geralmente inferior ao pH do vizinho 
citosol Em algumas células de plantas, o vacúolo contém altas 
concentrações de pigmentos (antodaninas) responsáveis pela 
coloração purpura e vermelha das folhas e frutos. Em adição ao 
seu papel de estoque e degradação de componentes celulares, o 
vacúolo também fornece suporte físico para a célula da planta. 
Devido à concentração de solutos (sais, íons, produtos degrada- 
dos) ser maior no vacúolo do que no citosol, a água passa os- 
moticamente para o interior do vacúolo, no equilíbrio, uma pres- 
são de turgor sobre o citoplasma e a parede celular estabiliza o 
tecido da planta [Fig. 2-10), 

Os peroxissomos destroem os perõxidos de 
hidrogênio e os glioxissomos convertem 
gorduras em carboidratos 

Algumas das reações oxidativas na degradação dos aminoáddos 
e gorduras produzem radicais livres e peróxido de hidrogênio 
espécies químicas muito reativas que podem lesar a 
maquinaria celular. Para proteger a célula desses subprodutos 
destrutivos, tais reações são segregadas dentro de pequenas 
vesículas, envoltas por membrana, chamadas de peroxissomos. 



Figura 2-10 - 0 vacúolo de uma célula de planta contêm altas concen- 
trações de Ca 2 * e uma variedade de compostos de armazenamento e 
produtos nesiduals. A água entra no vacúolo aumentando o volume 
vacuolar e pressionando o citoplasma contra a membrana ptasmática, 
criando a pressão de turgor. A rigidez da parede celular previne a expan- 
são e a ruptura da membrana plasmática. 


O peróxido de hidrogênio é degradado pela ca ta tose, uma enzi- 
ma presente em altas concentrações nos peroxissomos, que ca- 
talisa a reação: 

ZHjOj * 2H s O+ 0 2 

Glioxissomos são peroxissomos especializados encontrados 
em certas células de plantas, Eles contêm altas concentrações de 
enzimas do ciclo do glioxtlato, unia via metabólica exclusiva das 
plantas que permite a conversão de gorduras armazenadas em 
carboidratos durante a germinação das sementes. Os lisossomos, 
os peroxissomos e os glioxissomos são algumas vezes relatados 
coletivamente como microcorpos. 

O núcleo contém o genoma 

O núcleo eucariótico é muito complexo tanto na sua estrutura 
quanto na sua atividade biológica, quando comparado com o 
nucleóide relativamente simples dos procariotos. O núcleo con- 
tém quase todo o DNA da célula, podendo ser milhares de vezes 
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Figura 2-1 1 - O núcteo e o envelope nuclear (a) Êtelrumitrognafia de varredura da superfície do envelope 
nuclfe>r t mostrando numerosos poros nucleares (b) Eletromicrografia do núcleo da alga OibrTydornormL O 
corpo escuro no centro do núcleo è o ngdèólo e 0 material granular que preenche o restante do mXled é a 
cromatina. Dois poros nucleares perfurando o par de membranas do envelope nuclear s3o mostrados por setas, 


maior que o presente numa célula bacteriana; uma pequena 
quantidade de DNA está também presente nas mttocóndria* c 
doroplastos. O núcleo é envolto por um envelope nuclear, com' 
posto de duas bicamadas de membranas separadas por um es- 
paço estreito e contínuo com o retículo endoplasmãtico rugoso 
ÍFíg. 2-1 1 ; veja também Fig. 2-9), A Intervalos as membranas 
nucleares interna e externa sio estreitadas em volta de abertu- 
ras (porm nucleares h que possuem um diámctm de cerca de 
90 nm Associadas aos poios estio estruturas proteicas chama- 
das de complexos do poro nuclear, transportadores específicos 
que permitem apenas certas macromoléculas passarem entre o 
citoplasma e a fase aquosa do núcleo (o nudeopUsmai O trá- 
fico para o núcleo através do complexo do poro nuclear inchai 
enzimas c outras proteínas sintetizadas no citoplasma e reque- 
ridas no nudeopjasroa para a rephcação do DNA e o reparo, 
transcrição e processamento do RN A, Passando através dos 
poros nucleares estio os precursores de RNA mensageiros, as- 
sociados a proteínas, os quais serão traduzidos nos ríbossomos, 
uo citoplasma. 

O núcleo na interfase celular (não dividindo) c preenchido 
com um material difuso chamado de cromatina, assim chama- 
da devido aos mk rosco pis tas pioneiros encontrarem que cia 
brilhava com certos corantes, A cromatina consiste de DMA e 
proteínas mantidas ligadas firmemente eé a substância dos cro- 
mossomos os quais nâo condensam e se tomam individualmente 
visíveis até que a célula se torne apta para a divisão. O nudéolo 
é uma região específica do núcleo onde o DNA contém muitas 
cópias dos genes codificando para RNA ribossomal. Para pro- 
duzir grande número de ribossomos necessários para a célula, 
esses genes estão conlimiamente transcrevendo para RNA, O 
nucléolo apresenta-se denso à micro$copía eletrónica (Fig, 2- 
11b) devido ao seu alto conteúdo de RNA. O RNA ribossomal 
produzido no nucléolo entra no citoplasma através dos poros 
nucleares. 


A divisão nuclear (mitose) ocorre antes da divisão celular 
(ritudneseX A dupla hélice do DNA da cromatina é replicada, 
então, na primeira fase da mitose, as fibras de cromatina con- 
densam em corpúsculos discretos, os cromossomos, cada um 
consistindo de duas cromátides idênticas (Fig, 2-12). As duas 
cromátides irmàs separam- se, movimentando -se para cada péJo 
da célula onde se tomam parte do núcleo recentemente forma- 
do na célula filha. 

Ceítilas de cada espécie possuem um numero característico 
de cromossomos com tamanhos e formas específicas. For exem - 
plo, o protista Fefrflfci-mrtwi pyrifcrmm possui 5 pares; o repo- 
lho, 9; o homem, 23; e a samambaia OpfcííJgfcisíum rericufoíiiJii. 
cerca de 630! As células que compõem a maior parte de um orga- 
nismo multkdular, as células soma ucas, possuem duas cópias 
de cada cromossomo, tais células são chamadas de diplóides -In). 
Gamelas (ovo e espermatozóide, por exemplo) produzidos por 
meióse (Capítulo 25) possuem apenas uma cópia de cada par de 
cromossomos esao chamados de ha plóidcs ( n K Durante a repro- 
dução sexual, dois gametas hapEóides se combinam para rege 
ncrajr uma célula dtplóide, na qual cada par de cromossomo con- 
siste de um cromossomo paterno e um materno. 

O DNA da cromatina e dos cromossomos está firmemente 
ligado a uma família de proteínas carregadas positivamente, as 
histonas, que se associam fortemente com o DNA por intera- 
ções iÔnicas com os seus muitos grupos fosfato carTegados ne- 
gat ivamente. Cerca de metade da massa da cromatina é DNA, e 
a outra metade, histonas. Quando o DNA se replica antes da 
divisão celular, grandes quantidades de histonas são também sin- 
tetizadas para manter uma proporção de massa hl. As histonas 
e o DNA associam -se em complexos chamados de nudeosso- 
mos. nos quais a fita de DNA se enrola em volta dç um núcleo de 
moléculas de histonas ( Fig. 2- 1 2). O DNA de um único cromos- 
somo humano forma cerca de um milhão de nudeossomos; os 
nudeossomos associam -se para formar complexos supramole- 



Cromossoma mitótku 


Cromàtidc 


Figura 2-12 - Os cromossomos estão visíveis microscopicamente duran- 
te a mitose. Aqui e$tá mostrado, em micnoscopia eletrânica r um dos 46 
cromossomos humanos numa célula diplúide (somática). Cada cromos- 
somo mitótieo é composto de duas cromâtides, cada uma consistindo de 
fibras de cnomatioa fortemente dobradas. Cada fibra de cramatma esta r 
por sua vez, formada pelo empacotamento de uma molécula de DMA 
embrulhada por proteínas histünteas, formando uma série de nudeosso- 
mra. (Adaptado de Becker WM a Oeamer DW. (1991) The World o f ide 
CeM. Znd edn, Fig. 13-20. The Benjamín/Cuminings FObíishíng Cornpány. 
Mento Park, CA) 


Figura 2-13 - Estrutura de uma mltotóndria Esta eletromicrografia 
mostra a extensiva invag inação da membrana interna: as mvag inações 
s3o chamadas de cristas. {Observe o extenso retículo endopl asmático ru- 
goso que circunda a mitocündna.) 


culares muito regulares e compactos. As fibras de croimtim re- 
sultantes, com cerca de 30nm de diâmetro, condensam -se for- 
mando uma série de regiões de alças, que se agregam a regiões 
de alças adjacentes, formando os cromossomos visíveis durante 
ã divisão celular. Esse DMA fortemente empacotado nos nucieus- 
somus alcança uma condensação notável tbs moléculas de DWÀ, 
O DNA nos cromossomos de uma unica célula humana diplòi- 
de leria ura comprimento total dc íerca de Zm se fosse toíal- 
mente esticado, entretanto o comprimento combinado de to- 
dos os 46 cromossomos é apenas de aproumarLimente 'OOpm. 

As mitocõndrias séo as estações de força 
das células eucarióticas aeróbkas 

Miiocòndnas sao muito evidente* lio citoplasma da maioria das 
células eucarióticas quando vistas por microscopia eletrónica 
(Fig. 1-13). Essas organdas envoltas por membrana variam de 
tamanho, embora tipicamente possuam um diâmetro de cerca 
de J pitu semelhante ao das células baeierUnas. As mitocòndrias 
também variam amplamente na forma, número e localização, 
dependendo do tipo celular ou da íurtçàu do tecido. A maioria 
das células das plantas e dos animais contém de várias centenas 
a milhares de mitocóndrias. GerdmeMe, as células de tecidos 
metabolicamente mais ativos devotam uma maior proporção do 
seu volume à mitocôndria. 
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Cada mitocòndria possui duas membranas. A membrana 
externa é lisa e envolve completamente a organela. A membrana 
interna possui invaginações chamadas de cristas, que Jhe dão 
uma grande área de superfície. Envolvida pela membrana inter- 
na está a matriz, uma solução aquosa muito concentrada de 
muitas enzimas e intermediários químicos envolvidos no meta- 
bolismo produtor de energia. 

As enzimas mitocondriais catalisam a oxidação dos nutri- 
entes orgânicos pelo oxigênio molecular (0 2 )* algumas dessas 
enzimas estão na matriz e outras estão incrustadas na membra- 
na interna. A energia química liberada nas oxidações mitocon- 
driais é usada para gerar ATP, a principal molécula transporta- 
dora de energia das células, Nas células aeróbicas* as mítocôn- 
drías são as principais produtoras do ATP, que se difunde a todas 
as partes da célula e fornece energia para o trabalho celular. 

Diferentemente de outras estruturas membranosas como os 
Usossomos, os complexos de Golgi e o envelope nuclear, as mi- 
tocóndrias são produzidas apenas pela divisão de mi tocõndrias 
preexistentes; cada mitocòndria contém seu próprio DNÀ* RNA 
e ribossomos. O DNA mitocondrial codifica certas proteínas 
especificas da membrana interna mitocondrial. Esta e outra evi- 
dencia apoiam a teoria (mencionada a seguir) de que as mitocón- 
drias são descendentes das bactérias aeróbicas que viveram endos- 
simbioticamente com as primeiras células eucarióticas. 

OS cloroplastos convertem a 
energia solar em energia química 

O citoplasma das plantas contém plastídíos, organelas especia- 
lizadas envolvidas por envelopes constituídos de duas membra- 
nas. O mais evidente nos plastídíos, e caracteristicamente pre- 
sente nas células fotossintetizantes de plantas e algas, são os cio- 
roplastos (Fig. 2-14), Da mesma forma que as mitocôndrias, os 
cloroplastos podem ser considerados usinas, com a importante 
diferença de que os cloroplastos usam a eneigia solar, enquanto 
as mitocôndrias usam a energia química dos compostos oxidá- 
veis, Moléculas pigmentadas nos cloroplastos absorvem a ener- 
gia da luz e usam-na para fazer ATP e, no fim, para reduzir o 
dióxido de carbono para formar carboidratos como o amido e a 
sacarose. A fotossíntese nos eucariotos e nas cianobactérias pro- 

Membrana externa 


Membrana interna 



Figura 2-14 - Estrutura de um doroplasto. Os tilacóides são sacos 
membranosos achatados que contém clorofila, o pigmento que capta a 
luz. 


duzem 0 2 como um subproduto das reações captadoras da luz. 
As células das plantas fotossintetizantes contêm tanto doroplas- 
tos quanto mitocôndrias. Os cloroplastos produzem ATP so- 
mente na presença de luz; a mitocòndria funciona independen- 
temente da luz, oxidando os carboidratos fotossíntetizados du- 
rante o período de luz solar. 

Os cloroplastos são geralmente maiores (diâmetro de 5pm) 
do que as mitocôndrias e ocorrem em muitas formas diferentes. 
Pelo fato de os cloroplastos conterem uma alta concentração do 
pigmento clorofila, as células fbtossintetizadoras são usualmente 
verdes, mas a sua cor depende das quantidades relativas de ou- 
tros pigmentos presentes. Clorofila e outras moléculas pigmen- 
tadas, juntas, podem absorver a energia luminosa de grande parte 
do espectro visível, estão localizadas nas membranas internas 
dos cloroplastos; estas formam conjunto de cisternas fechadas 
conhecidas como tilacóides (Fig. 2-14). Como as mitocôndrias, 
os cloroplastos contêm DNA, RNA e ribossomos. 

As mitocôndrias e os cloroplastos provavelmente 
se desenvolveram de bactérias endossimbi óticas 

Várias Linhas independentes de evidência sugerem que as mito- 
côndrias e os cloroplastos dos eucariotos modernos foram deri- 
vados durante a evolução das bactérias aeróbicas e das ciano- 
bactérias que se associaram numa relação endossimbiótica nas 
células eucarióticas primitivas (Fig. 2-15; veja também Fig, 2- 
6), As mitocôndrias sao sempre derivadas de mitocôndrias pre- 
existentes e os cloroplastos de cloroplastos, por fissão sim- 
ples, da mesma forma que as bactérias se multiplicam por fis- 
são. As sequências no DNA mitocondrial são notavelmente 
semelhantes às sequências encontradas em certas bactérias ae- 
róbicas, e o DNA do doroplasto mostra sequências fortemente 
semelhantes às do DNA de certas cianobactérias. Os ribosso- 
mos encontrados na mitocòndria e nos cloroplastos são mais 
semelhantes no tamanho, na estrutura global e nas seqUêndas 
de RNA aos ribossomos das bactérias do que aos encontrados 
no citoplasma da célula eucariótica. As enzimas que catalisam a 
síntese de proteínas nessas organelas também se assemelham 
àquelas das bactérias mais próximas. 

Apesar de seu suplemento de DNA e da maquinaria sintetí- 
zadora de proteínas, a mitocòndria e os cloroplastos são semi- 
autónomos, Se essas organelas são de fato descendentes endos- 
simbiontes de bactérias primitivas* alguns dos genes presentes 
na primitiva bactéria de vida livre devem ter sido transferidos 
para o DNA nuclear do eucarioto hospedeiro durante o curso 
da evolução. Nem as mitocôndrias nem os cloroplastos contêm 
todos os genes necessários para especificar todas as suas proteí- 
nas. A maioria das proteínas da mitocòndria e do doroplasto é 
codificada nos genes nucleares, traduzida nos ribossomos cito- 
pLasmáticos e, subsequentemente, importada para as organelas. 

O c i toe squ eleto estabiliza a forma celular 
organiza o citoplasma e produz movimento 

Vários tipos de filamentos de proteínas visíveis «o microscópio 
eletrônico cruzam a célula eucariótica* formando uma rede tri- 
dimensional interligada em todo. o citoplasma, o citoesqueleto* 
que se estende por todo o citoplasma. Há três tipos gerais de 
filamentos cítoplasmáticos: filamentos de actina, microtúbulos 
e filamentos intermediários (Fig. 2- 16), Eles diferem em largu- 
ra (de 6 a 22ntn), composição e função específica, mas todos 
aparentemente fornecem estrutura e organização ao citoplas- 
ma e à forma da célula. Filamentos de actina e microtúbulos 
também ajudam a produzir a movimentação de organelas ou 
de toda a célula. 
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Bactéria é captada pelo 
Gucarioto ancestral e 
multiplica-se no seu 
interior 


Sistema simbiótico pode 
agora realizar metabolis- 
mo aeróbico. Alguns 
genes bactcíianOB 
movcm-.sc para o núcleo, 
e a bactéria endossim- 
bionte transforma-se em 
nutocAndría. 
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No momento, genes da 
cianobactéria movem-se 
para o núcleo, e o 
endossímbionte 
transforma-se em 
plastidios (cloroplastos). 


Figura 2-15 - Uma teoria plausível para a origem evolucionária das mitocõndrias e dos cloro pia stos Ela é baseada em mudas semelhanças 
bioquímicas e genéticas notáveis entre certas bactérias aeróbicas e as mitocOndnas e entre certas oanobactérias e os cloroplastos. Durante a evolução 
das células eucari óticas, a bactéria tornou-se simbiótica dentro da ancestral anaeróbica. No fim, as bactérias ritopl asmáticas tornaram-se as mitocón- 
drias e os doropiastos de modernos eucariotos. 



Fibras de actina de estresse MicmtúbuJos Filamentos intermediários 

(a) (b) (c.) 


Figura 2-1 fi - O* três tipos de filamentos do dtoesqueleto Os painéis supenores mostram células epiteliais fotografadas depois do tratameníu 
com anticorpos que se ligam e coram especifica mente {a) filamentos de actina enfeixados para formar "fibras de estresse"; (b) microtü bolos irradi an- 
do-se a partir do centro da célula; (c) filamentos intermediários que se estendem por ioda a parte do citoplasma. Para esses experimentos, os anticor- 
pos. que especificamente reconhecem actina, tubulina ou proteínas do filamento intermediário estáo covaientemente ligados a um composto fluores- 
cente. Quando a célula é vista ao microscópio de fluorescência, apenas as estruturas coradas são visíveis. Os paméis inferiores mostram cada tipo de 
filamento como visuatiíado pela microscopia eletrónica de transmissão (a, b) ou microscopia eletrônica de varredura {c}, 
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Cada um dos componentes do dtnesqudcto é composto de 
subunidades proteicas simples que polimerizam pira formar fi- 
lamentos de espessura uniforme. Esses filamentos não são es- 
truturai permanentes; sofrem constantes desmontagens em suas 
fltbujiidade* monoméricas e re montagens em filamentos. Sua 
localização nas células nào é rigidamente fria. mas pode alterar 
dramaticamente com a mitose, a citodnese ou alterações na for* 
ma da cduk. Todos os tipos de filamentos se associam com ou- 
tras proteínas que interligam filamentos entre si ou a outros, 
influenciam a montagem e a desmontagem ou movem organe- 
tas citopiasmáticm ao longo dos fila mentos, 

A proteína acima, virtual mente encontrada em iodas as cé- 
lulas cucar iótica. na presença de ATP associa -se a polímeros nio- 
covalcntes linear, helicoidal, de fi a Tnm de diâmetro, chamados 
filamentos de actina ou micrafilarncnlos {Fig. 2-17). As células 
contém uma variedade de proteínas as quais se ligam aos mo- 
números de actina ou filamentos e influenciam sua localização 
ou estado de agregação* A fila mi na e a fbdrina interligam fila- 
mentos de actina entre si, estabilizando a rede e aumentando 
imensamente a viscosidade do meio onde os filamentos estão 
suspensos. Grande número de filamentos de actina se liga a pro- 
teínas especificas da membrana prismática, situadas abaixo c 
mais ou menos paralelas à membrana p La* m ática, conferindo 
forma e rigidez à superfície celular {Fig. 2-l6a) + 




Figura 3-17 - Subunutodes individuais de actina palimerizam-se para for- 
mar filamentos de actina A proteína flauiina mantém dos rmcrof üamentos 
quando eles se cruzam em ingufo reto A proteína fodrina Forma ligações 
cruzadas entre os Wámentns para çnar agteqados ou feaes lacq a t*fo 



Figura 2- IR - Transporte d* organeti Moléculas de roosjna movem- 
V? ao longo dm filamentos dé aetna usando a energa do ATP A torrente 
Citopiasjratica é croduzda nas células ggantes da alga wnde r#r&ià a 
medida que a rmosina se m o*t ao longo de um trajeto de filamentos de 
«ima O retcLuo endoplasmâttco. a irifcicíkndtia. o rúòeo e outras orga- 
netas assooadâs á membrana e as veseutas roov&n-se uifformemente 
ao longo da cébla. de 50 a 75*inVs Os Ooroplastus eslào kxalzados na 
camada do otopiasma estaccmâno que se situa enlte os filamentos de 
acima e a membrana plasmai na 

Os filamentos de acijna Jigam-se a uma família de proteínas 
chamadas de miosinas, moléculas- motor que convertem a ener- 
gia química do ATP para trabalho mecânico movendo-se ao lon- 
go do filamento de actina cm uma direção. Os membros mais 
simples dessa família, como a miosina I, possuem uma cabeça 
globular e uma cauda curta. A cabeça liga-se e move-se ao longo 
de um filamento de actina, impulsionada pela quebra do ATP 
íFígr 2- 18). A região caudal liga-se na membrana de uma orga- 
nela cúopfasmatica» arrastando a organda à medida que a cabe- 
ça da miosina se move ao longo do filamento de actina. Esse 
movimento é facilmente visto nas células vivas, Tais como as cé- 
lulas gigantes da alga verde NitcUa, em que organelas e vesículas 
se movem tmiformemente »o longo da célula num processo cha- 
mado de corrente citoplasmáíica (Fig, 2- IS). Esse movimento 
tem o efeito de misturar o conteúdo atoplasmâtko da enorme 
célula da alp mais eficie r.temente do que se ocorresse apenas 
pda difusão. 

Uma forma de miosina maior é encontrada nos sistemas 
çon triíeis de tuna vasta variedade de organismos, desde o mofo 
até o homem. Essa miosina também possui uma cabeça globu- 
lar que se liga e se move ao longo dos filamentos de actina numa 
reação impulsionada pelo ATP; entretanto, ela tem uma cauda 
mais longa, que permite a associação de moléculas de miosina 
lado a Lado para formar filamentos espessos (veja Fig, 7-30). 
Complexos de actina -miosina formam o anel contrátil que di- 
vide o citoplasma em dois durante a dtocinese em todos os eu- 
ca rio tos. Em animais multiceluLares, as células musculares são 
preenchidas com feixes ditame ute organizados de filamentos de 
actina t delgados i e filamentos de miosina (espessos ), que pro 


duzem uma força contrátil coordenada pelo deslizamento im- 
pulsionado pelo ATP de filamentos de actina por entre os fila- 
mentos de miosina estacionários, 

Da mesma forma que os filamentos de actina, os mícrotúbu- 
los formam-se espontaneamente a partir das suas unidades mo- 
noméricas, entretanto a estrutura polimérica dos micro tu bulo s é 
um pouco mais complexa. Dlmeros de duas proteínas semelhan- 
tes a e (3-tubulina formam o microtúbulo oco, com cerca de 22nm 
de diâmetro, Nas células, a maioria dos microtúbulos sofre poli- 
merização e despolimerização continuas pela adição das suhuni- 
dades de tubulina principalmente em uma extremidade e dissocia- 
ção na outra. Oa microtúbulos estão presentes por toda a parte 
no citoplasma, mas concentrados em regiões especificas em cer- 
tos instantes. Por exemplo, após as cromátides irmãs se separa- 
rem e se moverem para pólos opostos de uma célula em divisão 
durante a mitose, um feixe de microtúbulos altamente organiza- 
dos (o fuso mitótico) fornece a estrutura e provavelmente a força 
motora para a separação dos cromossomos filhos. 

Os microtúbulos, como os filamentos de actina, associam- 
se com uma variedade de proteínas que se movem ao longo deles, 
formando pontes cruzadas, ou Influenciando o estado de poli- 
merização, A cinesina e a dineína citoplasmáticas, proteínas en- 
contradas no citoplasma de muitas células, ligam -se aos micro- 
túbulos c movem-se ao longa deles, usando a energia do ATP 
para impulsionar sua movimentação (Fig, 2-19). Cada proteína 
é capaz de se associar a organelas específicas e puxá-las aa longo 
do microtúbulo por longas distâncias a velocidades de cerca de 
lpm/s, O movimento de bater dos cílios e flagelos eucariòticos 
também envolve a dineína e os microtúbulos. 


Figura 2-19 - Cinesina e dineína citoplasm ática slo motores molecula- 
res, impulsionadas pelo ATP que pode rn ligar-se a organelas ou vesículas 
dtopiasmáticaj que se movem ao longo dos ''trilhos.'” micnotubulares a 
uma velocidade de aproximadamente Ipim/s. 

A contração do músculo esquelético, a ação propulsora dos 
cílios e flagelos e o transporte intracelular de organelas contam 
com o mesmo mecanismo fundamental' a quebra do ATP por 
proteínas como a cinesina, a miosina e a dineína impulsionan- 
do o movimento de deslizamento entre os m i cr ofi lamentos e os 
microtúbulos. 

Filamentos intermediários são uma família de estruturas 
com dimensões (diâmetro de 8 a lflnm) intermediárias entre os 
filamentos de actina e os microtúbulos. Vários tipos diferentes 
de subunidades de proteínas monoméricas formam reversivel- 
mente os filamentos intermediários, A distribuição citop] asmá- 
tica dessas estruturas é sujeita a alterações reguladas. 


Uma função dos filamentos intermediários é fornecer apoio 
mecânico interno para a célula e para o posicionamento das orga- 
nelas. Por exemplo, a vimetina é a sub unidade monomérica dos 
filamentos intermediários encontrados nas células endoteliais, 
que revestem os vasos sangüíneos, e nos adipócitos (células gor- 
durosas). Fibras de vimetina parecem ancorar o núcleo e as go- 
tículas de gordura em localizações celulares específicas. Os fila- 
mentos intermediários compostos de queratinas, uma família 
de proteínas estruturais, são particular mente proeminentes em 
certas células epidérmicas dos vertebrados e formam uma rede 
cruzada covalentemente, que persiste mesmo depois que as cé- 
lulas morrem. Cabelo, unhas e penas estão entre as estruturas 
compostas principalmente por queratinas, 

O citoplasma é abarrotado, 
altamente ordenado e dinâmico 

A imagem que emerge deste breve resuma é o de uma célula 
eucanótica com um citoplasma ziguezagueado por uma rede de 
fibras estruturais, por meio das quais se estende um sistema com- 
plexo de compartimentos envoltos por membranas (Fig, 2-7). 
Tanto os filamentos quanto as organelas são dinâmicos; os fila- 
mentos desmontam-se e montam-se em qualquer lugar; as vesí- 
culas membranosas brotam de uma organela, movem-se e lí- 
gam-se a outras. As organelas movem-se através do citoplasma 
ao longo de filamentos protéicos, puxados pela cinesina, dineí- 
na citop] asmática, miosina e talvez outras proteínas semelhan- 
tes. Exocitose e endocitose fornecem vias entre o interior da cé- 
lula e o meio circundante, permitindo a secreção de proteína e 
outros componentes produzidos dentro da célula e a captação 
de componentes extracelulares. 

Embora complexa, essa organização do citoplasma está lon- 
ge do acaso, A movimentação e o posicionamento das organelas 
e elementos do cítoesqueleto estão sob severa regulação e, em 
certas etapas na vida de uma célula eucariòtica, reorganizações 
finamente orquestradas ocorrem, tais como os eventos da mito- 
se, As interações entre o cítoesqueleto e as organelas são nio- 
co valentes, reversíveis e sujeitas â regulação em resposta a vários 
sinais intra e extracelulares, 

O Estudo de Componentes Celulares 

As organelas podam ser isoladas por centrifugação 

Um grande avanço no estudo bioquímico das células foi o de- 
senvolvimento de métodos para a separação das organelas do 
citosol e entre si. Em um fracionamento celular Típico, as células 
ou tecidos são rompidos por homogeneização cuidadosa em um 
meio contendo sacarose (cerca de 0,2 M). Esse tratamento rom- 
pe a membrana plasmátiea, mas deixa a maioria das organelas 
intactas, (A sacarose cria um meio com uma pressão osmótica 
semelhante àquela das organelas, isso previne a difusão de água 
para dentro das organelas, o que as faria inchar, romper e extra- 
vasar seu conteúdo.) 

Organelas, como os núcleos, as mitocôndrias e os lisosso- 
moSj diferem em tamanho e, portanto, sedimentam com veloci- 
dades diferentes durante a centrifugação, Elas também diferem 
na gravidade específica e “flutuam” em diferentes níveis em um 
gradiente de densidade (Fig, 2-20), A centrifugação diferencial 
leva a um fracionamento grosseiro do conteúdo citoplasmático, 
que deve ser posteriormente purificado por centrifugação iso- 
pícníca (“mesma densidade" ), Nesse procedimento, organelas 
de diferentes densidades de flutuação (resultado das proporções 
diferentes de lipídios e proteínas em cada tipo de organela) sâo 
separadas em um gradiente de densidade. Pela remoção cuida- 
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Figura 2-30 - fracionamento subcelular de um tecido Um tecido como o figado ê homogeneizado mecanicamente para romper as células e 
dispersar seu conteúdo em um tampão aquoso. As partículas grandes e pequenas nessa suspensão podem ser separadas por centrifugação em 
diferentes velocidades (a) r ou as partículas de diferentes densidades podem ser separadas por centrifugação isopFcnica (b). Na centrifugação bopícnica, 
um tubo de centrifuga è preenchido com uma solução, cuja densidade aumenta do topo para a base; alguns solutos, como a sacarose, são dissolvidos 
em concentrações diferentes para produzir esse gradiente de densidade. Quando a mistura das orga nelas è colocada no topo do gradiente de 
densidade e o tubo é centrifugado em alta velocidade, as úrganelas sedimentam individualmente atè que a sua densidade de flutuação se iguale 
UKStamçnte àquela no gradiente. Cada camada pode ser coletada separadamente. 


dosa do material de cada região do gradiente e observação por 
meio de um microscópio, o bioquímico pode estabelecer a posi- 
ção de cada organeb e obter organelas purificadas para estudos 
posteriores. Dessa forma, foi estabelecido, por exemplo, que os 
lisossomos contém enzimas degradativas, as mitocôndrias con- 
tém enzimas oxidativas e os cloro plastos contém os pigmentos 
fbtossintetizantes, O isolamento de uma organela enriquecida 
com uma certa enzima é freqüentemente o primeiro passo na 
purificação dessa enzima. 

Estudos in vitro podem oferecer uma visão geral de 
importantes interações entre as moléculas 

Uma das abordagens mais efetivas para entender um processo 
biológico é estudar moléculas individuais purificadas como en- 
zimas, ácidos nudáicús ou proteínas estruturais. Os componen- 
tes purificados são apropriados à caracterização minuciosa in 
vitro, suas propriedades físicas e atividades catalíticas podem ser 
estudadas sem “interferência” de outras moléculas presentes na 
célula intacta. Embora essa abordagem tenha sido notavelmente 


reveladora, sempre deve ser lembrado que o interior de uma cé- 
lula é bem diferente do interior de um tubo de ensaio. Os com- 
ponentes “interferentes” eliminados pela purificação podem ser 
críticos à função ou à regulação biológica da molécula purifica- 
da. Estudos in vitro de enzimas puras são comumente realizados 
em concentrações de enzimas muito baixas, em soluções aquo- 
sas homogêneas, Na célula, uma enzima está dissolvida ou sus- 
pensa num citoplasma gelatinoso com milhares de outras pro- 
teínas, algumas das quais se ligam àquela enzima e influenciam 
sua atividade. Dentro das células, algumas enzimas são parte de 
complexos rnulrierizirnátieos, nos quais os reagentes são canali- 
zados de uma enzima para outra sem nunca entrar na massa do 
solvente. Á difusão é atrapalhada num citoplasma gelatinoso e a 
composição citosólica varia em diferentes regiões da célula. Em 
resumo, uma certa molécula pode funcionar diferentemente den- 
tro da célula e in rifrn?, Um dos principais desafios da bioquími- 
ca ê compreender a influência da organização celular e das asso- 
ciações macTomoleculares na função de enzimas individuais — 
para entender a função in viwí, bem como in vitro . 


Evolução dos Organismos Multicelu lares 
e de Diferenciação Celular 

Todos os eucariofos unicelulares modernos — os protistas — 
contêm as organelas e os mecanismos que descrevemos, indi- 
cando que essas organelas e mecanismos devem ler se originado 
relativamente cedo. Os protistas são extraordinariamente versá- 
teis, O protista ciliado Paramecium t por exemplo, move-se rapi- 
damente nas suas vizinhanças aquosas batendo seus cílios; per- 
cebe estímulos mecânicos, químicos e térmicos do seu ambien- 
te e responde alterando o seu caminho; encontra, engolfa e digere 
uma variedade de organismos como alimento e excreta os frag- 
mentos não digeridos; elimina o excesso de água que vasa por 
sua membrana e encontra e acasala-se com parceiros sexuais. 
Entretanto, o ser unicelular tem suas desvantagens. O Purcorte- 
cium provavelmente vive numa pequena região da lagoa onde 
sua vida começou, pelo fato de sua motilidade ser limitada pela 
pequena capacidade dos seus cílios microscópicos e de sua habi- 
lidade em detectar um ambiente melhor a distância ser limitada 
pelo pequeno alcance do seu aparelho sensoriah 

Em alguma etapa posterior da evolução, os organismos uni- 
celulares descobriram a vantagem de se agregar, adquirindo por- 
tanto maior motilidade, eficiência ou sucesso reprodutivo do 
que os seus competidores unicelulares de vida livre, A evolução 
posterior de tais organismos aglutinados levou às associações 
permanentes entre células individuais e eventualmente â especia- 
lização dentro da colónia — a diferenciação celular. 

As vantagens da especialização celular levaram à evolução de 
organismos mais complexos e altamente diferenciados, nos quais 
algumas células desempenham funções sensoriais, outras digesti- 
vas, fotossintetizantes ou reprodutoras. Muitos organismos multi- 
celulares modernos contêm centenas de diferentes tipos celulares, 
cada um especializado em alguma função que apóia o organismo 
inteiro. Mecanismos fundamentais que subiram anteriormente 
foram refinados e complementados posteriormente durante a evo- 
lução. O mecanismo simples responsável pela movimentação da 
miosina ao loiigo dos filamentos de actina no mofo foi conservado 
e elaborado nas células musculares dos vertebrados. A mesma es- 
trutura básica e o mesmo mecanismo que sustenta a movimenta- 
ção do bater dos cílios do Bammeáum e dos flagelos na Chlnmydtr- 
Hiottüs são empregados na célula altamente diferenciada dos verte- 
brados, o espermatozóide. A Figura 2-21 ilustra algumas das 
especializações celulares encontradas nos organismos multiceluiares. 

As células individuais de um organismo mídticelular permane- 
ceram delimitadas por suas membranas plasmáticas, mas desenvol- 
veram estruturas especializadas de superfície para a fixação e comu- 
nicação com outras ÍFig, 2-22), Cada tipo de junção intercelular é 
reforçada por proteínas de membrana ou filamentos do dtoesquele- 
to. Os animais têm três tipos de junções que servem a propósitos 
diferentes, Kas junções apertadas Ctight junctions” }, as membranas 
plasmátícas de células epiteliais adjacentes estão infimamente juntas, 
sem nenhum fluido extracduJar separando-as. As junções apertadas 
formam um cinturão ao redor da célula, constituindo uma barreira 
entre o tecido e o ambiente externo. Os desmossomos são placas fi- 
brosas que mantêm as células epiteliais juntas; o pequeno espaço ex- 
tracdular entre das é preenchido por proteínas fibrosas e aderentes. 
Os desmossomos mecanicamente fornecem resistência às conexões 
físicas entre as células, mas não impedem a passagem de material atra- 
vés do espaço extracelular entre as células por eles conectadas. Os 
canais jundonais Tgap junctions*) fornecem pequenas aberturas 
reforçadas entre as células, através das quais correntes elétricas, Sons e 
moléculas pequenas podem passar. Eles servem como canais de co- 
municação entre as células adjacentes. As plantas superiores possuem 
os plasmodcsmatá (singular, plasmodesma) os quais formam canais 


que se assemelham aos canais jundonais, mas estruturalmente são 
completamente diferentes, em parte por causa da presença da parede 
eduiar das plantas. Os plasmodesmata fornecem um caminho atra- 
vés da parede celular e membrana pl asmática para a movimentação 
de metabõlitos e até mesmo algumas proteínas pequenas entre as 
células adjacentes. 

Vírus: Parasitas das Células 

Os vírus são complexos supramoleculares que podem se replicar cm 
células hospedeiras apropriadas, Eles consistem de uma mí ilécula de 
ácido nudéico (DNÀ ou RNA), molécula envolvida por uma capa 
protetora, ou capsídecç feita de moléculas ptotéicas e em alguns casos 
de um envelope membranosa Os vírus existem em dois estados. Fora 
das células hospedeiras que os formam, os vírus sào simplesmente 
partículas não vivas chamadas de vírions, as quais podem ser crista- 
lizados. Assim que um vírus ou seu componente ácido nudéico entra 
numa célula hospedeira específica, efe se toma um parasita intracelu- 
lar. O ácido nudéico virai transporta a mensagem genética especifi- 
cando a estrutura do vírion intacto. Ele desvia os ríhos$omo$ e as 
enzimas da célula hospedeira das suas funções celulares normais para 
a construção de muitas novas partículas virais filhas. Em conse- 
quência, uma progénie de centenas de vírus pode se originar de ape- 
nas um víríon que infecta uma célula hospedeira. Em alguns sistemas 
vírus-hospedeira a progénie do vírion escapa através da membrana 
pi asm ática da célula hospedeira. Outros vírus produzem a líse eduiar 
(quebra da membrana e morte da célula hospedeira) quando são li- 
beradas, Muito da patologia associada com as doenças virais resulta 
da íise da célula hospedeira. 

Um tipo de resposta diferente ocorre em algumas infecções vi- 
rais, nas quais o 1)NA virai se toma integrado no cromossomo do 
hospedeiro e é replicado com os genes do próprio hospedeiro. Genes 
virais integrados podem ter pouco ou nenhum efeito na sobrevivên- 
cia do hospedeiro, entretanto, em casos raras, eles produzem profun- 
das alterações na aparência e na atividade da célula hospedeira. 

Muitas centenas de diferentes vírus são conhecidos (Fig. 2- 
23), sendo cada um mais ou menos específico para uma célula 
hospedeira, que pode ser uma célula animal, de planta ou bactéria - 
na, Víru.s específicos para bactérias são conhecidos como bacte- 
riúfagas, ou simplesmente fagos (do grego phagein, “comer”). Al- 
guns vírus contêm apenas uma espécie de proteína no seu capsí- 
deo — o vírus do mosaico do tabaco, por exemplo, um vírus de 
planta simples e □ primeiro a ser cristalizado. Outros virus con- 
tém centenas de diferentes espécies de proteínas. Alguns desses 
vírus grandes e complexos foram cristalizados e minúcias de suas 
estruturas moleculares são conhecidas. Os vírus diferem enorme- 
mente em tamanho. O bacteriófego 1 74, um dos menores, pos- 

sui diâmetro de ]8nm, O vírus da vacdnía é um dos maiores, seu 
vírion é quase tão grande quanto uma bactéria pequena. Os vírus 
também diferem tia forma e na complexidade estrutural, O virus 
da imunodeficiência humana (H|V) é de estrutura relativamente 
simples, mas devastador na sua ação; causa a AIDS destruindo as 
células centrais do sistema imune dos humanos, A epidemia de 
Hantavirus no sudoeste dos Estados Unidos em 1993 e do virus 
Ebola na África central em 1995 ilustra a extrema patogenic idade 
de alguns vírus. Ambas as viroses produzem doenças com anda- 
mento rápido e alta mortalidade. Outros virus que são alta mente 
patogênico para o homem causam a poliomielite, influçnza, her- 
pes h hepatite, resfriado comum, mononucleose infecciosa, herpes- 
zóster e certos tipos de câncer. 

A bioquímica tem ganho enormemente com o estudo dos ví- 
rus, que tem fornecido informação nova sobre a estrutura do geno- 
ma, os mecanismos enzimáticos da síntese dos ácidos nudéicos e 
de proteínas e a regulação do fluxo da informação genética. 


035 



0,1 pus 


7,5|j,nn 


Figura 2-21 - Uma galeria de células estrutural e funcional mente diferenciadas, (a) Células secretórías do pâncreas Seu 
extenso retículo endoplasnr ético ê o local Ca síntese das proteínas secretadas (b) Porção de urna célula de músculo esquelético (cor 
artificial), Os filamentos altarnente organizados de act na e miosina deslizando urr ao outro num processo dependente de AIR que 
produz contração muscular macroscópica, (c) Células do colênquima de um ca ué dt> planta. Essas células, sem uma rigidâ parede 
celular, produzem um suporte flexível para o crescimento do caule, {d) Células do espermatozóide humano (cor artificial), G flagelo 
longo impulsiona o espermatozóide através do trato reprodutivo da fêmea em direção ao óvulo, (e) Eritrócrtos humano maaunos 
(cor artificiai), Essas células não têm rúdeo ou sistema de endomemorana; cada célula contém o oxigênio solúvel ligado á hemoglo- 
bina, com flexibilidade suficiente para penetrar em capilares de pequeno diâmetro (f) Embrião humano no estágio de duas células. 
A célula ovo a partir da qual e l e foi originado foi empacotada com combustível armazenado e-RNA mensageiro para suportar a 
rápida síntese protèica que se segue apüs a 'ertilização. 
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Figura 2-12 - Conexões celulares As células animais po 
dem ser mantidas por très tipos de junções entre as células, 
ia) Junções apertadas produíem uma selagem entre cêlu- 
las éptteliara adjacentes. (b) DeSmcssomos soldam cèluta 
ep^etias adjacentes e sáo relor çados por vános eíemenlos 
do ciToesoueieío (O Canais de junção permitem que wnse 
comentes eletncas, fluam entre cèUtas adjacentes (d) Fm 
jantas, piasmodesmata conectam c£uta adjacentes, for- 
necendo um tammho através da parede cel uíar para a pas- 
sagem de pequenos metabCHos e proteínas. 
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Figura 2-23 - Uma galeria de vinil (■> Mlcrog rafia eletrônica mostrando o vírus do mosaico amarelo do nado {partículas esféricas, pequenas), 
vírus do mosaico do tabaco (cilindros longos) e bacteriúfago T4 (cpm a forma de um espelho de mâo) íb) Miçnqg rafia eietrõmca {cor artiricral) 
mostrando o vírus da trnunodeftoéfiCB humana (HTV>, o agente causador da AIDS, saindo de um Iflfàd to T infectado do sistema, imune (t) 
Modeb motecutar da superfície do fago filamentoso íd {cfl Modelo molecubr da superf ide do pâiravirtA canino. um problema de saude seno 
para cies não vacinados. í*i Modelo molecular da superfície do poliov^us humano jiipa 2). um pi-cornavírLts A vacinação em larga escala tem 
quase elmrado o potovrus como um problema de saúde para o homem tfl Modelo molecular da super*** do bactenOfego 74 
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Resumo 


As células, unidades estruturais e funcionais dos or- 
ganismos vivos, são de dimensões microscópicas, 
Seu pequeno tamanho, combinado com convolu- 
ções da sua superfície, produz altas razões entre a 
superfície e o volume, facilitando a difusão de com- 
bustíveis, nutrientes e produtos residuais entre a 
célula e seus arredores, Todas as células comparti- 
lham certas características: DNA contendi) a infor- 
mação genética, ribossomos e uma membrana plas- 
mática que envolve o citoplasma, Nos eucar lotos, o 
material genético é envolto por um envelope nucle- 
ar; os procaríotos não possuem essa membrana. 

A membrana plasmãtica é uma barreira de per- 
meabilidade, firme e flexível, que contém numero- 
sos transportadores, bem como receptores para uma 
variedade de sinais extracelulares. Q citoplasma de 
células eucariõticas consiste de ritosol e organelas. O 
citosol é uma solução concentrada de proteínas, RN A, 
intermediários metabólicos, co- fatores e íons inor- 
gânicos. Os ribossomos são complexos supramok- 
culares nos quais ocorre a sintese protélca; os ribos- 
somos bacteríanos são um pouco menores que aque- 
les das células eucariõticas, mas são semelhantes na 
estrutura e na função. 

Certos organismos, tecidos e células oferecem 
vantagens para os estudos bioquímicos. A E coli e a 
levedura podem ser cultivadas em grandes quanti- 
dades, possuem tempo de geração curto e são espe- 
cialmente apropriadas â manipulação genética. As 
funções especializadas do fígado, do músculo, do 
tecido adiposo e dos entrócitns ns tornam atraen- 
tes para o estudo de processos específicos. 

As primeiras células vivas foram os procaríotos e 
anaeróbícos; eles provavelmente surgiram cerca de 
3,5 bilhões de anos atrás, quando a atmosfera era 
desprovida de oxigénio. Com a passagem do tem- 
po, a evolução biológica conduziu as células capa- 
zes de produzir futossíntese, com o Oj como sub- 
produto, À medida que o Q : se acumulava, surgiam 
células pmcarióticas capazes de produzirem oxida- 
ção aeróbka dos combustíveis. Os dois principais 
grupos de procaríotos — eubactérias e arqueobac- 
térias — divergiram cedo na evolução. O envelope 
celular de alguns tipos de bactérias incluem cama 
das fora da membrana plasma tica, que fornecem ri- 
gidez ou proteção. Algumas bactérias possuem flage- 
lo para a propulsão. O citoplasma das bactérias não 
contém organelas envoltas por membrana, mas con- 
tém ribossomos e grânulos de nutrientes, bem como 
um nudeóide que contém todo o DNA da célula. 
Algumas bactérias fotossintetizantes possuem exten- 
sas membranas intracelulares que contém pigmen- 
tos captadores da luz. 

Cerca de l ,5 bilhão de anos atrás surgiram as célu- 
las eucariõticas, Elas eram maiores do que as procarió- 
ticas e o seu material genético era mais complexo. Es- 


sas células iniciais estabeleceram relações simbióticas 
com os procaríotos que viviam no seu citoplasma; as 
mitocôndrias e os doroplastos modernos são deriva- 
dos desses endossimbiontes primitivos. As mitocòn- 
drias e os doroplastos slo organelas intracelulares en- 
voltas por uma dupla membrana. Eles são os princi- 
pais .sítios da síntese do ATP nas células eucariõticas 
aeróbicas. Os doroplastos são encontrados apenas nos 
organismos fotossintetizantes, entretanto as mitocón- 
drias são ubíquas entre os eucariotos. 

As células eucariõticas modernas possuem um 
sistema complexo de membranas intracelulares. Esse 
sistema de endomembranas consiste de envelope nu- 
clear, retículos endoplasmáticos liso e rugoso, com- 
plexo de Ciolgi, vesículas de transporte, LisossomtfS 
e endossomos. Proteínas sintetizadas nos ribosso- 
mos ligados ao endoplasmático rugoso passam para 
o sistema endomembranoso, percorrendo o com- 
plexo de Golgi no seu trajeto para atingir as organe- 
las ou para a superfície celular, nas quais serão se- 
cretadas por exoeitose. À endocitose traz materiais 
extracelulares para dentro da célula, onde podem 
ser digeridos por enzimas digestivas nos lisossomos. 
Nas plantas, o vacúolo central é o sítio dos proces- 
sos degradalivos, ele também funciona como um 
depósito de armazenamento de pigmentos e outros 
produtos metabólicos e mantém o turgor celular. 

O material genético nas células eucariõticas está or- 
ganizado nos cromossomos, complexos altamente or- 
ganizadas de DNA e proteínas histõnkas. Antes da di- 
visão celular (dtodnese), cada cromossomo é replica- 
do e estes são separados pelo processo da mitose. 

O citoesqueleto é uma rede intracelular de fila- 
mentos de ac tina, micnotúbulos e filamentos inter- 
mediários de vários tipos. O citoesqueleto confere 
forma à célula, e a reorganização dos filamentos do 
citoesqueleto resulta nas alterações de forma que 
acompanham o movimento amebóide e a divisão 
celular. As organelas intracelulares movem-se ao 
longo dos filamentos do citoesqueleto, propelidas 
por proteínas como a cincsina, a dineína citoplas- 
mática e a miosina, usando a energia do ATP. Os 
bioquímicos usam a centrifugação diferencial e a 
centrifugação isopícnica para isolar componentes 
subcelulanes para estudo, 

Nos organismos multicelulares há uma divisão 
de trabalho entre os vários tipos de células. As célu- 
las individuais em animais são unidas entre si me- 
canicamente por junções apertadas e desmossomos; 
canais de comunicação são Fornecidos pelos canais 
juncionais (em animais) e pelos plasmodesmata (em 
plantas). Os vírus são parasitas das células vivas ca- 
pazes de subverter a maquinaria celular para a sua 
própria replicação. Eles infectam células bactéria - 
nas, plantas e animais e são responsáveis por uma 
variedade de sérias doenças humanas. 
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Vidat G. { 1 984) The oidest eukaryotic cell. Sei. Am. 250 
(Fcbmary), 48-57, 

Relações entre Arqueo e Eu bactéria 

Bmw |R 8t DoolíttJe WF. ( 1997} Archaea and the prokaryote- 
to-eukarjnjte transition. .Vírti. /HhuL Rev; 61, 456-502. 

Uma discussão muito completa tios argumentos para 
colocar a Arqueo sobre o ramo filugcnético que levou 
aos organismos multícelulares. 


Keeling PI & Dooüttle WF, (1993.1 AreWa: narrawLng 
the gap between prokarynEtH and eukaryotes. Prot. Natl. 
Aeaã. Sei USA 92, 5761 -3?M, 

Madjgan t St Marra Hl. ( 3997) Extremophtlrs, Sri A(íl 
276 ( Apríli. B2-K7. 

L'ma Liontribmção hiihfuimM tfc arqueobaciértAí que 
vivem onde é rruis quente, rrum mo, m aU salino, mais 
ácido d mais tkaimo. 

Revisões sühft j Arqueo. 1 1997) Cttí 89. 

Ea« volume contém rirtn fniitVi di btoquimáca d ge- 
nõmka da Arqueo e mik rcíi^tín com m eucjitolob: 


Ol«n GJ St Wnese GR, Archaeal genamies: 3 it Over- 
View (pp, 991 994)1 Edgell DR & Dooliltlc WT= h Ar- 
chaea and t Ne wigmí») af PNA replicai ion proteins 
(pp- 995-99BÍ; Rccvç |N. Saridman K> & Daniels CJ> 
Andtaral hlMotlrt, tuxleosomesr and tmnscription 
initi atum Epp. 999- W2l; Hetídrl M&WrmcrA.An- 
trther bndge hciwecrt kingdomi: iRMA splicing ifl 
Archaea and ( ukarvirtdc (pp 1001- È 006 1; Oennu 
PP, Ançiem ciphers: irandaitun m Arehaea ipp. 
1007-1010), 


Problemas 


A seguir a%um pmblcnu* sobre o conlebdo da capilu - 
In. Eles ciivulvfm relações numérica* e geomei ricas sim- 
pl& que traiam das a ) ivid ade* C cwmiura da útíull. (Re 
volvendo ai problemas ma final do capüulo. você pode 
devei ar referir-se às lahelas impressa* na contracapa.) 
Cada problema pnmui um lituln para fácil referência e 
discussão. 

1, O tamanho das células c aru* tíimponcnles 

(a) Se vocé for aumentar uma célula 10,000 vezes (o 
que é um aumento típien encontrado usando um mi- 
croscópio), cm que tamanho ela aparecerá? Assuma que 
voefi está olhando uma célula cucarlótlca " típica 1 '' com 
um diâmetro celular de ?0 mlcrons, 

(b) Se essa célula for uma célula muscular, quantas 
moléculas de acima eatarâu presentes, assumindo que náo 
há nutro* componentes ccMare* presentes? (As molécu- 
las de actina são esféricas com um diâmetro de 3,6nm; 
assumindo a célula muscular esférica. O volume de uma 
esfera é dado pur 4/3 nt \ t 

(c) Se essa for uma célula do ftgado cem as mesmas 
dimensões, quantas mtlocõndria» ela possui assumindo 
que náo exkta outros cocnponeoles celulares? i Assumin- 
do a célula do fígado esférica. O volume de uma esfera é 
dado püf 4/3íir\l 

ídJ A glicose í o principal nulnenir pmduttir de ener- 
gia para a maioria das células Assumindo que cia nt) 
presente numa concentrai ao de 1 mM. calcular quantas 
molecuks de glicose estarão presente* em nuso hipoté- 
tica le esférica) célula eucanõoca 1 40 mimem éc Avnga- 
dro, número de moléculas cm I moí de uma substância 
não íortizãvd, c bJ02 * 

|c) HcTwqumaw c uma rmpomnTt nuitiu nu meta- 
bolismo da glicose pelas célula* (m t jpiiulu 15). Se a 
concentração molar da hnoquintK em i»ui célula cu- 
caríòlica e 20jiM r quanta* molécula* de gltccne euará» 
disponivcLs para serem metaboluudas por cada enolécu- 
la da enrim-a hesLoquinase? 

2, Componentes da E ctdr, A> células da E eoli lém a for- 
ma de um bastão de ecrra de Zpm de comprimento e 
O^j^m de diâmetro, O volume dr um cilindro é dado pejr 
nr 1 )?, onde h é a aJtura do djindm, 

(a) Sc a densidade média da E fn/É (principal mente 
água) é 1,1 x 10'g/L, qual é o peso de unta única célula? 

(b) A parede ceiuiar protetora da E coli i de lílinm de 
espessura. Que porcentagem do volume total da bactéria 
ocupa a parede celular? 

tc) A E. coit é capaz de crescer e multlpHoir-se rapida- 
mente por causa da inclusão em csula célula de cerca de 
15.0W ribossomos esféricos (diâmetro lílnm), que reab- 
ram a síntese de proteínas. Que porcentagem do volume 
total celular ocupa os eibossortlos? 


3. Ííifcírm^áo pnítk* em [>NA áã E eali A informação 
genética contida no [>NA «oiuisie de uma sequência li- 
near Aiieeuivi de unidades codiAcadoru, conhecida* 
como eàdona. Cada cAdon é uma sequência espedfíca de 
(rés (iticleolldeub <tréi parcv de nudeotideos no DKA 
dupla fila) e cada cõdan codifica uma unidade de um 
Quico antinoáddo numa protrinn. O peso molecular de 
uma molécula dr DNA da E eoíi ê cerca de 3,1 x 10*. Q 
peso molecular médio de um par de nucLeotídeos é 660 e 
cada par de nudcutidecsA contribui com 0.34nm do com- 
primento do PNA, 

ia} Calcule o comprimento de uma molécula do PNA 
da E. coli. Compare 0 comprimento da molécula do PNA 
com as dimensões da célula (ver Problema 2). Como a 
molécula dc PNA se ajusta na célula? 

íb) Assuma que a proteína média na E. enfi consista 
de uma cadeia de 4d() amiitoácidoa. Qual é o número 
máximo de proteínas que podem *er codificadas por uma 
molécula de PNA da É feíi? 

4. A alta. wWddadie do ittetábobima bactermno. As cétu- 
Las Wteriajtú possuem uma velocidade dc nteiabotis- 
aid muito maior do que as células animais, tm condi- 
ções ideais algumas baciefias dobratão óe umanho c sc 
dividirão cm 20min. enquanto a maúMii das células ani - 
mais requer 24b vbb rapidl condições dr cresdmeitro, A 
alta taxa do metabolismo bacieriano requer uma aba 
razão cotic » área da superfície em relação ao vrJpme 

cchilar. 

la) IHn qur i raeio supcrfoik/vcdume tem um efrüo 
na relocidade máxima do merabobsmo? 

tbl Cikuk a razáo mpert^tr/vduinr para a bactéria 
esférica NfTssrr*ij jpnptThpaH (dsántetiu de ÍX5|unU res- 
pnnsavd pela doença gonorréia- t-ompare-a com a ra- 
zão superfície, vol ume para uma amcha globular, imu 
gTande célula eucanóticá Idilmetm dc I^Opm l, A arca 
da superfície dc uma erfera C dada por 4itr. 

5. Uma cstraiegia pan» sc lumrmir a área da superfície 
das células Certa* células, cuja fundão e ab«Kvcr nutri- 
entes, ou seja, as célula* que cobrem o tmerfino delgado 
ou as células pilosai da rai/ de uma planta, estão otima- 
mente adaptadas .1 suá função, porque a ârca d,i sua su- 
per fi de espostíi cslã aumentada ptlas mknovLlosidadcs. 
Considere uma célula epltfllal esférica (diâmeino 20 pm) 
cobrindo o intestino delgado. Como apenas uma parte 
da superfície celular «M vultjJj para o interior ào intes- 
tino. assuma que uni "fragmínto" Ppatclf) correspon- 
dendo a 25'Ki dã :írc.i da célula se ia coberto com rnlcrovi- 
losidades. Além disso, auuma que ju mkrovtloiidades 
«jam cilindreis de íl, I pm de iliimetiu, l,0pm de compri- 
mento e espaçadas numa rede regular de (Upmdocentrec 



la) Calcule o número de microvüoúdaiics m frsg- 
mrnto. 

(b) Calcule a área da superfície do tragmenip, «su- 
nitndo que ele náa tenha mkravilofidadts 

U) Calcule a área dá superfície du fragmento, assu- 
mindo que ele tenha mlcrú^iluaidide*, 

(d) Que porcentagem de melhoria da capacidade de 
absorção (refletida pda raiío ■uperficíe/vdume) a pre- 
sença das mkrovilosidadc* oferece? 

(e) Quais sfio m outras orça nelas e sistemas de ôrgaos 
que utilizam essa estratégia para aumentar a capacidade 
de absorção? 


á. Transpunr oioiial rápido. Alguns neurônios possuetn 
longas e Unos processos chamados de axônios os quais 
sâo estruturas especializadas paro conduzir sinais aira- 
vés de um organismo. Alguns processos axonais podem 
chegar a 2m, por exrmplu, os uániot que se originam na 
medula espinhal r term mam nos músculos de sem dedos 
do pé* que chegam a 2m_ Pequenas s«kulas de membra- 
na. e ram puriando materiais curiuuis para a função ui> 
iuJ, íitawn jí ao longo do» microiubulas do coqm te 
Itilar aié a extremidade do aíAmcc pelo 'transporte rtfíi- 
do axofuT dependente de áneufu. 

(a) Se a velocidade medi» dc unu wesfctda è lpm/s, 
quanto Tempo levará para uma veikuli se movimentar 
liesde o corpo celular da medula npmhil ate a poott 
axonal no $ dedos do pé? 

(W O mcmmento de grandes moléculas nas edubs 
peia dihuáp e rebrivimcnte lento (por exemplo, a 3^- 
moglobjnj difunde- st a uma vtfocidKk de apruxirnatb- 
mflúe ?pm/i J, Eíiireunm, a dihulo da sacarose em «ma 
toluçáú aquosa ocorre a uma velocidade próxima à dd 
mecanismo de imuporle rápido feerca de ápnVs i . Quais 
sáo algumas vantagens para a célula ou um organismo 
do mecanismo de irampofle direto, comparado ao que a 
célula pode realizar somente peb rfifusáô? 

(cl Alguns dos estudo* que original mente determina- 
ram a velocidade do movimento vesicular foram realiza- 
dos sobre mkrotiihulw m ritro (em uma placa). Pára iso- 
lar os microtúbiilsis para esses estudos, neurônios intac 
tos foram iniciai mente homogeneizjidus (fragmentados) 
na presença de Q,2M de sacarose para impedir o inchaço 
□smútico e o rompi mentu das i>rgsi nelas intracelulares. 
Pbr que isso é uma Importante consideração em estudos 
de fracionamento celular? 
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Figura 3-1 - Elementos essenciais para a vida animal 
e para a manutenção da saúde Os maoTjetementcK 
&OTbre*kK em atarantado) sáo componentes estrutu- 
rais das celutas e dos tecidos e necessários na dieta em 
quantidades cfcánas metidas em grarrã* Para os mtuv- 
eiementos (sombreados em amarela), as necessidades sãq 
muito menores para os humanos bastam poucos nvli- 
gramas por d<a. tanto de ferro como de zinca e ainda 
menos para nónios outn» As necessdads elernentaws 
das plantas t dos mcrorganómos são muito semelhantes 
àquelas mosirad» «Jyi 



Figura 3-2 - ügaçio covatente Dos átomos com e e 
trons desempãreihãdos nas suas camaoas externas po- 
dem formar ligações covaíenies uns com os outros pelo 
partdhamento de pares de elétrons Os átomos partici- 
pante* de ligaçôe* covalentes tendem a pieenche? suas 
camadas eletrônicas externas. 
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gênio ( Fig. 3-3). Dá maior importância em biologia, é a capaci- 
dade de os átomos de carbono compartilharem pares de elé- 
trons entre si para formar ligações simples carbono-carbono, 
as quais são muito estáveis. Cada átomo de carbono também 
pode formar ligações simples com um. dois, três ou quatro ou- 
tros átomos de carbono. Dois átomos de carbono podem tam- 
bém compartilhar dois (ou trésl pares de elétrons, formando 
assim ligações duplas ou iriphs carbono-carbono l Fig. 3-3). 

As quatro ligações simples que podem ser estabelecidas por 
um átomo dc carbono estão dispostas tetraedríca mente, com um 
ângulo de 109,5“ cnirc duas ligações quaisquer (Fig. 3-4) e um 
comprimento médio de ÜJ54nm. Os gnipos participantes dc 
cada ligação simples carbono -carbono podem girar livremente 
ao redor dela: essa liberdade sofre restrições somente quando 
essas ligações estão ocupadas por grupos muito grandes ou quan- 
do são portadoras de cargas elétricas muito altas. Uma dupla 
Ligação carbono-carbono é mais curta (perto de 0, 1 34nm) e mais 
rígida, e, por isso, permite uma liberdade de rotação multo me- 
nor ao longo do seu eixo. 

Os átomos de carbono unidos entre si covalentemenle po- 
dem formar cadeias lineares, cadeias ramificadas e estruturas 
cíclicas. Outros grupos de átomos, chamados de grupos funcio- 
nais, são adicionados a esses esqueletos carbônicos, o que con- 
fere propriedades químicas especificas a molécula assim formada. 


As moléculas que contém esqueletos carbônicos são chamadas 
de compostos orgânicos, eira ocorrem em uma variedade quase 
ilimitada. A maioria das biomoléculu são compostos orgâni- 
cos; portanto, podemos inferir que á versatilidade de ligação do 
carbono foi um fator maior na seleção dos compostos de carbo- 
no para a maquinaria molecular das Células durante a origem e 
i evolução dos organismos vivos, Nenhum outro elemento quí- 
mico pode formar moléculas com ttflti diversidade de formas e 
de tamanhos ou com tal variedade de grupos funcionais. 

Ds grupos funcionais determinam 
as propriedades químicas 

A maioria das biomolécuJas pode ser vista como derivada dos hi- 
drocarbo netos, os quais são compostos formados por um esque- 
leto de átomos de carbono ligados covalentemenle entre si e aos 
quais estio ligados apenas átomos de hidrogênio. Os esqueletos 
carbônicos desses compostos são muito estáveis. Os átomos de 
hidrogênio podem ser substituídos individualmente por uma 
grande variedade de grupos funcionais para formar famElías dife- 
rentes de compostos orgânicos. Famílias típicas de compostos 
orgânicos são: os álcoois, os quais possuem um ou mais gnipos 
hidroxila; as aminas, possuidoras do grupo funcional a mino; os 
aldeídos e as cetonas, os quais possuem o grupo carbonila; e os 
ácidos carboxilicos, que exibem os grupos carboxiias ( Fig. 3-5). 
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Figura 3-3 - Observe a versatilidade do átomo de carbono em formar 
ligações coval entes simples, duplas e triplas (estas em vermelho), particu- 
larmente consigo mesmo. As ligações triplas raramente acorrem em bia^ 
moléculas. 


Figura 3-4 - Geometria da ligação do carbono (a) Os átomos de carbo- 
no têm um arranjo tetTaédrico característico de suas quatro vaíências, estas 
têm D,154nm de comprimento e um ângulo de 109,5° entre uma e outra, 
íb) ügações simples carbono-carbono tèm liberdade de rotação ao redor de 
seu eixo e isso é mostrado, na figura, para o composto etano {Cl-b— Chb). (c) 
Ligações duplas carbono-carbono são mais curtas e não permitem livre rota- 
ção dos grupos ligados por elas. As ligações simples, pertencentes a cada um 
dos átomos de cartono unidas por ligação dupla, fazem um ângulo de 120° 
entre st Qs dois átomos de carbono unidos por ligação dupla e os átomos 
designados por A, B, X e Y estão todos em um mesmo plana rígida. 
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Figura 3-5 - Alguns dos grupos funcionais comuns de bíomolétulas Todos os grupos são mostrados em sua forma neutra (nâo-ionizada). Nesta 
figura e em toda parte do livro, usamos R para representar "qualquer substitui nte" Pode ser um simples. átomo de H, mas tipicamente ele é uma 
porção aue contém carbono. Quando dois au mais substituintes são mostrados em uma malÉcula, designamo-los R 1 , R^, e assim por diante. 
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Ftgur* 3-Ê - Grupos fundorun com una w biomotétulai H rtfidna e um dos amifioàockn encontrado* em proteínas. epmefnru # um 
hormômo, acttilcoenjma A é um transportador de gnçjos açgtii em aígumas reações enzirrótc-js Note que □ grupo amtnç na ep nefnna e 
un grupo anu no secundário isJ com um de seus hidrogénios arrmtos sutwlitcWo por outro grupo 


Muitas biomoféculas sáo poli Funcionais* comendo dois ou 
mais grupos funcionais diferentes (Fig. 3-6), cada um com suas 
reações químicas característica». A “pcriünaJidade H química de 
um cwnposlo como epinefrina ou acclil-coenzima A é determi- 
nada pela química de seus grupos Funcionais e a disposição des- 
tes no espaço tridimensional. 

Estrutura Tridimensional: 

Configuração e Conformação 

Embora as ligações co valentes c m grupos funcionais das bto- 
molécuU* tenham importância central para a Função destas* 
eles nào contam toda a história; o arramo espacial ent três di- 
mensões dos liamos de uma bkunolécub — sua esiereoquí- 
mica — é também crucialmente importante. Os compostos de 
carbono podem, frcqüen temente* existir como estereoi some- 
nos, moléculas nas quais a ordem das ligações é a mesma* mas a 
relação espadai entre os átomos é diferente* Interações molecu- 
lares entre b lo molécula* são invariavelmente estereoespctificaL 
isto é, ebs requerem eslereoquiimca especifica nas moléculas 
interativas. 

A Figura 3-7 mostra três maneiras de ilustrar a configura- 
ção tslercoquímica das moléculas simples. O diagrama em pers- 
pectiva especifica de forma não-ambígua a configuração (este- 
neoqulmica} de um composto. O modelo bola -e- bastão repre- 
senta mdhor os ângulos entre as ligações e o comprimento da 
ligação centro a centro* enquanto os contornos das moléculas 
são mais bem representados pelos modelos do tipo espaço-cheio. 
Nestes últimos modelos, o raio de cada átomo é proporcional 
ao seu raio de vau der Waai$ (Tabela 3-1} e os contorno» da 
molécula representam os Limites externos da região da qual são 
excluídos outros átomos e moléculas. 



Figura 3-7 - A estrutura óa aminoâodo alanina representada por dife- 
rentes modelos, {a) Fórmula estruturai em perspectiva. O símbolo na for- 
ma de cunha (-H 1 representa uma ligação na qual o átomo na entrem Ida- 
de larga projeta-se para fora do plano do papel, em direção ao leitor; o 
símbolo pontilhado (— ) representa uma ligação que se dirige para trás 
do piano do papel, (b) Modelo bc4a-#-bast3o mostrando os compnmen- 
tos relativos das ligações e os ângulos formados entre elas. As bolas indi- 
cam o tamanho aproximado dos núcleos atómicos íc ) Modela do iipa 
espaço-cheia, no qual cada átomo é mostrado com o seu ran> de van der 
Waak correia ívçp a Tabela 3-1) 
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Tabela 3-1 - Raio de van der Waals e raio da ligação covalente 
{ligação simples) de alguns elementos* 


Elemento 

Raio de 

van der Waals (nm) 

Ralo «valente para 
a ligação simples (nm) 

H 

0.1 

0,030 

0 

0,14 

0,074 

N 

0,15 

0.073 

C 

0,17 

0,077 

s 

0,1 s 

0,103 

p 

0,19 

0,110 

1 

0,22 

0,133 


* Para cada elemento, o ra io de van der Waals é cerca de duas vezes maior que 
o raio «valente. Em uma interação de van der Waals ou em uma ligação cova- 
lente, a distância entre os núcleos é aprawmada mente Igual â soma desses 
valores para os dois átomos. Assim, o comprimento de uma ligação simples 
carbono-carbono é cenca de 0,077 + 0,077 = 0, 1 54nm. 


A configuração de uma molécula é mudada 
somente pela quebra de uma ligação 

Configuração é o arranjo espacial de uma molécula orgânica» 
que lhe é conferido ou { 1 ) pela presença de duplas ligações, ao 
redor das quais não existe liberdade de rotação, ou então (2) por 
centros quírais, ao redor dos quais os grupos substituintes estão 
arranjados em uma seqüência específica. A característica identi- 
ficadora dos isòmeros configuradonais é que eles podem ser 
convertidos um no outro sem a quebra de uma ou mais ligações 
«valentes. 


A Figura 3 -8 a mostra a configuração do ácido maléico e 
de íeu isômero, o ácido fumárico, Esses compostos são isò- 
meros geométricos ou isòmeros cis-trans; eles diferem no ar- 
ranjo de seus grupos substituintes com respeito à dupla liga- 
ção, a qual é incapaz de girar. O ácido maléico é o ísômero 
ds, e o ácido fumárico è o isòmero trans; cada um deles é um 
composto bem definido e pode ser isolado, Lendo proprieda- 
des químicas únicas — um sítio de ligação (por exemplo» em 
uma enzima) que é complementar a uma dessas moléculas 
não seria apropriado para a outra» o que explica o porquê 
desses compostos terem papéis biológicos distintos, apesar 
de sua semelhança química. 

Quatro substituintes diferentes ligados a um átomo de car- 
bono tetraédrioo podem estar arranjados espadai mente em duas 
formas diferentes (isto é, ter duas configurações; Fig, 3-9), pro- 
duzindo dois estereoisõmeros com propriedades químicas idên- 
ticas ou similares, porém diferindo em certas propriedades físi- 
cas e biológicas. Um átomo de carbono com quatro substituin- 
tes diferentes é dito assimétrico, e carbonos assimétricos são 
chamados centros quírais (do grego chirvs, “mão”, alguns este- 
reoisômeros estão relacionados estruturalmente como a mão 
direita está para a esquerda). Uma molécula com um carbono 
quiral pode ter apenas dois estereoisõmeros, mas quando dois 
ou mais (h) carbonos quirais estão presentes, podem existir 2" 
estereoisõmeros. Alguns estereoisõmeros são imagens especula- 
res um do outro e são chamados de enantiómerus (Fig, 3-9). 
Pares de estereoisõmeros que nâo são imagens especulares um 
do outro são chamados de diastereòmeros (Fig. 3- 10). 




Figura 3-B - Configurações de isòmeros geométricos, (a) Os isõmeros como o ácido maléico e o ácido fumárico não podem ser intercon- 
venidos sem a quebra de ligações cova lentes, o que requer o fornecimento de uma grande quantidade de energia, (b) Na retina de vertebra- 
dos, o evento inicial na detecção da luz è a absorção da radiação visível pelo 1 1-cfs-retinal comum. A energia da luz absorvida {cerca de 25ükJ7 
mo!) converte o 1 1 -os-retmal em lodo-frans-netinal. desencadeando mudanças elétricas na célula da retina que levam á formação do impulso 
nervoso. 
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3-f Assimetria mo)*cul*n moléculas quiran * *qu irais (a) Quando um átomo de carbono tem quatro grupos sutrttftumtes drferentes A 
B. X. Y). e*« podem ser arari>ados òe duas formas que representam enagens especares nàosuperponr^ers (enaotoârnerDS} Um tal ãtoroo de carbono 
e assmètnco e chamado átomo qu waJ ou centro quiral (b) Quando ha apenas fr#s grupos químicos drlerontes ligados a um mesmo átomo de carbono 
; tsio e, um mesmo grupo ocorre duas vezes), apenas uma eonliguráçãa espanai e possvei e a molécula é simttnca* ou aquiral Mesle caso. a molécula 
é sup&pontol a uia imagem especuiar a molécula d esquerda pode ser ^rada èm direção ami- horaua (ao redor do eaxo defmdo pela ligação A— C 
e no seolida de A para Q para criar a moleaia em espelho 


Enantiõmicrfwi ( Imagens c&pccii tares) 



CH, 

- i 

# ^ 

■ -L -H 

a 

■-r —H 

*lo 

CH» 

9 


EnantiArnerus (imagens especularei) 
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Diaslereò meros (imagens nio cs pecu lares) 

Rfun HÍ- Dois tipos de eitereolsúmeros Existem quatro bu canos diferentes 2, 3 dissubscifuidos <n « 2 carbonos assimétricos, e por isso T = 4 
esleféoSÔmems) Csda um é mostrado em um boxe, com a fór mula estrutural em perspectrva e com o modelo boi a-e-fcasíão que sofreu rotação para 
pefmitjr ao lerlor ver todos os grupos Alguns pares de esteieotiòmerqs são maqers especulares um do Outo>, portanto enarmOmeros Outros pares 
não são imagens em ^retio. «tes são diasteredeneros (Adaptado de Carrof f 0998) flerspe cifres on Stojcfureaod Mecdarvsm m Õrgamc Cbemetry. 
p 63» 0rooks/Cole Puhlshing Co . Pacific Gnove, ÇÃ 1 


Como Louis Paste ui observou \ Adendo 3-1 h enimlióme- 
ros. tètn propriedades, químicas idéolicas, porém diferem em 
uma propriedade física caraclcrfstica. sua interação com a luz 
plano- polarizada» Em soluções separadas, dois enaniiômeros 
giram o plano da luz plano -polarizada em direções opostas, 
mas soluções equimokres de dois enantiòmeros (misturas ra- 
cèmkas, na terminologia de Pasteur) não mostram mtação 
óptica. Compostos sem centros quicais não giram o plano da 
luz piano- polarizada. 


Jnteraçòçs biológicas í entre enzima e subslraio, receptor e 
hormônio, ou anticorpo e antigeno, por exemplo) são este- 
reoespecí ficas: o “encaixe" nessas interações necessita ser estereo- 
quimkamente correto. A estrutura de uma hio molécula preci- 
sa ser chamada e representada de Forma dara para que sua este- 
reoqulmica não seja ambígua. Para compostos com mais de um 
centro quiral, 0 sistema RS de nomenclatura é freqüen temente 
mais útil que o sistema D e L descritos no Capitulo 5. No siste- 
ma RS, cada grupo li gado ao carbono quir al recebe u m pri&ri- 
iindc. As prioridades de alguns subsfiminles comuns são 
— OCH; > -OH > — NHj > -<OÜH > -CHO > -Qf,OH > ^CH»>^H 
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Adendo 3-1 Louis Paste ur e a atividade óptica: in v/no, ventas 



Duas dessas conformações são de interesse especial; a confor- 
mação escalonada que é muito mais estável que todas as outras 
e portanto predomina, e a forma eclipsada, que é a menos está- 
vel, Náo e possível isolar nenhuma dessas formas conformacio- 
na», porque elas são interconvcrtíveis e estão em equilíbrio uma 
com a outfa- Entretanto, quando um ou mab átomos de hidro- 
gênio em cada átomo de carbono e substituído por um grupo 
funciona) que é muito grande ou eletricamente carregado, a li- 
berdade de rotação ao redor da ligação simples carbono -carbo- 
no é diminuída, Isso limita o número de conformações estáveis 
dos derivados do etano. 

Configuração e conformação 
definem estruturas de blomoléculas 

A estrutura tridimensional de bin moléculas grandes e pequenas 
— a combinação entre configuração e conformação — - é de ex- 
trema impof tá neta em suas interações biológicas, Fõr exemplo, 
na ligjçáo de um substrato (reagente) ao sítio catalítico de uma 
enzima, as duas moléculas precisam ser estrutural mente com- 
plementares, para que a catálise ocorra com eficiência. Essa com- 
plementaridade também e requerida na Ligação de uma molécu- 
la de hormônio ao seu receptor presente na membrana da célula 
e na interação entre uma molécula de anligeno com uma molé- 
cula de anticorpo especifico (Fig. 3-12). 


Figura 3-12 - Ajuste complementar de uma rnacfomolecula e de 

umi pequena molécula Jnr. segmento óe RNA dia regào regiáatória 
'AR do génoma âo HHV (anza) e a arginr^amida (colondot um resíduo de 
uma proteína que se Itga nessa re^áo. aqu> são mostrados A argimnam»- 
da aiusu-se dentro de uma fenda na superfície do ANA e ç mamuja 
nes$a oneníaçto por vànas interações nâo^avaJenies com o AMA Essa 
representação da molécula de ANA é produzida com o prógramd de com- 
putador GAASP 0 . que pode calcular a forma exterior de uma superfície 
de uma macramolécula, definida ou pelo raio de van der Waals de todos 
os âtomüs na molécula ou pelo "volume de exclusão do solvente" além 
do qual uma molécula de âgua náo pode penetrar. 

O estudo da estrutura, tridimensional das bio moléculas com 
métodos físicos precisos é uma parte muito importante na pes- 
quisa moderna sobre estrutura celular e função bioquímica, O 
método mais informativo t a cristalografia de raios X, Se um 
composta pode ser cristalizado. a difração de raios X pdos cris- 
tais pode ser empregada para determinar, com grande precisão, 
a posição de cada átomo em rdaçáo a cada um de todos os ou- 
tros átomos, A estrutura da maioria das btomúlécubs pequenas 
(aquelas com menos de 50 átomos), e muita» das moléculas 
maiores, como as proteínas, tem sido deduzida por esse meio, 

A cristalografia de raios X fornece uma figura estática da 
molécula dentro dos limites do cristal. Entretanto, os biomolé- 
euJas quase nunca existem como cristais dentro da célula; elas 
estão dissolvidas no citosol ou associadas a algum outro com- 
ponente da célula, Quando em solução, as moléculas têm mais 
liberdade de movimento imramolecutar em comparação a quan- 
do em um cristaL Em moléculas grandes, como as proteínas, as 
pequenas variações permitidas às suas unidades monoroéricas. 


de acordo com a estrutura tridimensional, adido nam- se de for- 
ma a conferir à molécula uma extrema flexibilidade. Várias téc- 
nicas. como a espectroscopú por ressonância nuclear magnética 
1 RNM ), complementam a crisulograâa com raios X fornecendo 
informação a respeito da estrutura da báomolécula, quando em 
solução. Q avanço da tecnologia. com a produção de campos mag- 
néticos muito fortes, ampliou o uso da espectroséopia da RNM 
na determinação de es t rui uras de moléculas maiores, incluindo 
proteínas 1 Fig. 3- 1 3 1. As técnicas dc cristalografia de raios X e es- 
pectroscopia da RNM estão descritas adiante, no Adendo 6-3, 



Figura 3-13 - Estrutura da proteína "Prazzeín" determinada por espet- 
trostopia de RNM. ' r Brazzetn'\ esoiada do fruto da Pçm&diplãrttíra, uma 
planta do oeste da África, ê Z.OOÜ vezes mais doce que a sacarose (gra- 
ma d grama). Nesta representação, somente a parte mais importante da 
estrutura da proteína é mostrada sem as cadeias Individuais laterais de 
ammoâcidDs. Espectroscopia de RNM mostra que em solução a proteína 
pode assumir acima de 43 conformações muito semelhantes, sendo aqui 
cada uma mostrada em cores diferentes. Essa espécé de variabilidade 
qoFtforirwaoanat não è insta por crrstaloqrafia dfc raios X Que requer que a 
proteína esteja congelada em uma conformação e em sua forma cristalina . 

Interações entre blomoléculas são estereoespecíficas 

As moléculas quirais nos organismos vivo» estão geralmentc 
presentes em apenas uma de suas formas quiraiv Por exemplo, 
usaminoácídos que ocorrem nas proteínas o la/em apenas como 
os isómeros L A glkose. a subun idade monomérica do amido, 
tem cinco carbonos assi métricos, porém biologicamente ocorre 
em apenas uma de suas formas qu irais: o isómero l> (as conven- 
ções para denominar os «tereaisômeros dos aminoácidos estio 
descritas rio Capítulo 5, t aquelas para os açúcares, no Capítulo 
9). Quando um composto que tem um átomo de carbono assi- 
métrico í sintetizado quimicamente no Laboratório, as reações 
não -biológicas geralmentc produzem todas a» formas quirais 
possíveis, resultando em uma mistura equi molar que não gira a 
luz plano- polarizada (uma mistura racémka). As formas qm- 
rais cm tal mistura somente podem ser separadas por métodos 
físicos muito trabalhoso». Os compostos quirais nas células vi- 
vas uo produzidos em apenas uma forma quiral, porque as en- 
zimas que os sintetizam são também moléculas qitirak. 

FAtereoesperiScidadc, a habilidade para distinguir entre es 
terroisõmeros, é uma propriedade comum das enzimas r de ou 
trai proteínas, e uma característica peculiar da lógica molecular 
das células vivas. 5c u sitio dc ligação de uma proteína é comple- 
mentar a um isômero de um composto quiral, de não será com- 
plementar a outro isómero, pela mesma razão que uma luva da 
mão esquerda não se ajusta I mâo direita. Dois exemplos da ca- 
pacidade de os sistemas biológicos distinguirem entre os dois 
eslcreoisómeros são mostrados na figura 3-14, Receptores sen- 
soriais específicos (para odor e para sabor) facilmente distin- 
guem os membros de cada par de diastereômert». 
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Reatividade Química 

Os mecanismos duti reações bioquímicas, fundanientalrtienté, 
nlú são diferentes dos de outras reações químicas, Kles podem 
ser entendidos e previstos a partir da uatureza dos grupos fun- 
cionais dos reagentes. Os grupos funcionais alteram a distri- 
buição eletrônica e a geometria dos átomos vizinhos c dessa 
maneira afetam a «atividade química de toda a molécula. Em- 
bora um grande numero de reações químicas diferentes ocor- 
ra em uma célula típica, essas reações sáo de apenas alguns ti- 
pos gerais. Brcvcmentc serão revistos os aspectos fundamen- 
tais sobre ligação química e reariv idade, e então resumidos os 
cinco tipos de reações mais comumente encontrados em bio- 
química. As reações especificas serão consideradas em maiores 
detalhes posterior mente. 

k força da ligação esta rei acionada ás 
propriedades dos átomos que dela participam 

>£ts reações químicas, ligações são quebradas e novas são for* 
medas, A força de uma ligação química depende de elrtmncga- 
mídades relativas — aí afinidades relativas por elétrons — - do* 
elementos ligados (Tabda 3-2), da distância dos elétrons que 
putkipam da ligação em relação a cada um dos núcleos e da 
carga nuclear de cada átomo O número de elelrons comparti- 
lhados também influencia a força da ligação; ligações duplas são 
nuis fones que ligações simples, e ligações triplas são ainda mais 
fortes (Tabela 3-3). A força de uma ligação química é expressa 
em joules, e conhecida como energia de ligação (em bioquímica, 
as calorias lém sido as unidades de energia mais íreqüenl emente 
empregadas, como por exemplo para expressar a força de liga- 
ção e a energia livre; o joule é a unidade de energia nu Sistema 
Internacional de Unidades e será usado ao longo d este livro; para 
conversões, leal é igual a 4,1841). A energia de ligação pode ser 
imaginada quer como a quantidade de energia necessária para 
romper uma ligação quer como a quantidade de energia ganha 
pelo ambiente, quando os dui$ átomos formam essa ligação, Um 
meio de se introduzir energia em um sistema e aquecé-lo, o que 
dá ás moléculas maior energia cinética; a temperatura é uma 
medida da energia cinética média de uma população de molé- 


Tabela 3-2 - A eletronegativldade de alguns elementos químicos 


Elemento 

Elefonegativklade* 

Elemento 

E letronegatJvkJade* 

F 

4,0 

Fe 

1,8 

0 

3,5 

Cq 

1,8 

a 

3,0 

Ni 

1.8 

H 

3,0 

Mo 

1.8 

flr 

2,8 

Zn 

1,6 

5 

2,5 

Mn 

1,5 

c 

2,5 

Mg 

1,2 

t 

2,5 

Cd 

í,0 

Se 

2,4 

Ü 

1,0 

P 

2.1 

Nd 

03 

H 

2,1 

K 

03 

Cu 

1,9 




■ Quar io maior «íe numero, lanto man eíeifontfqaiiwo * o eíemenio 


Tabela 3-3 - Energia de dissociação (resãtãfxi*) das ligações mais 
freqüentes nas bíomoláculas 


Tipo de ligação 

Eneigíd de dissociação 
da Itgeçàü íkJvmol) 

Ligações simples 

O — H 

461" 

H — H 

435* 

P— 0 

419* 

C— H 

414* 

N— M 

389* 

C— 0 

352" 

C— C 

348' 

S — H 

339* 

C— N 

293* 

C—% 

260* 

M — 0 

222 * 

5—5 

214* 

Ligações duplas 

C^O 

712 

C=N 

615 

c=c 

611 

P=0 

502 

Ligações triplas 

C=C 

816 

NsN 

930 


■ Quanto maior a erigia requerida para a dissociação da ligaçao (quebra), 
lorte è essa ligação 
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cuias. Quando o movimento molecular é suficientemente vio- 
lento* as vibrações íntramoleculares e as colisões intermolecula- 
res podem* em algumas ocasiões» quebrar as Ligações químicas. 
O aquecimento aumenta a fração de moléculas com energia su- 
ficientemente alta para reagir. Quando o movimento molecular 
é suficientemente violento, vibrações intra moleculares e colisões 
jntermoleculares» algumas vezes, quebram ligações e permitem 
a formação de novas. 

Quando nas reações químicas as ligações são quebradas e 
novas ligações são formadas, a diferença entre a energia do am- 
biente usada para romper as Ligações e a energia ganha pelo 
ambiente na formação de novas ligações é virtual mente idên- 
tica à variação da entalpia para a reação, AH (a diferença de 
energia torna-se exatamente igual ã variação da entalpia de- 
pois de uma pequena correção para a pequena variação do vo- 
lume em sistemas com pressão constante). Se o sistema absor- 
ve energia na forma de calor â medida que a transformação 
ocorre {Isto é, se a reação é endotérmica), então A H tem, por 
definição, um valor positivo; quando o calor é produzido, como 
nas reações exotérmicas, AH ê negativo, De forma sucinta, a 
variação na entalpia para uma reação covalente reflete os tipos 
e o número dessas ligações que são sintetizadas e quebradas. 
Como veremos depois neste capítulo, a variação na entalpia é 
um dos três fatores que determinam a variação na energia livre 
para a reação; os outros dois são a temperatura e a mudança 
na entropia. 


Nas ligações carbono-hidrogénio, o carbono mais detrone- 
gativo possui os dois elétrons compartilhados com H, mas, nas 
ligações carbono-oxigénio, os dois elétrons estão deslocados 
unicamente em favor do oxigénio. Então, na transformação de 
— CHj (um akano) para — CH 2 OH (um álcool), o átomo de 
carbono perde efetivamente elétrons — o que é, por definição, 
oxidação, A Figura 3 - 15 mostra que átomos de carbono encon- 
trados em bioquímica podem existir em cinco estados de oxida- 
ção, dependendo dos elementos com os quais o carbono com- 
partilha elétrons. 


— CH t — CH, 

Akano 

— CHj — CHvOH 

Álcool 

— 

Aldeído 

H 

— CHj— C 

OH 

o=c=o 

Ácido carboxilico 

Dióxido de carbono 


Figura 3-15 - Estados de oxidação do carbono em biomoléculas 

Cada composto è formado pela oxidação de carbono (em vermelho) nos 
compostos listados acima. Dióxido de carbono é a forma mais oxidada 
do carbono encontrada nos sistemas vivos. 


Nas células ocorrem cinco tipos gerais 
de transformações químicas 

A maioria das células tem a capacidade de realizar milhares de 
reações específicas e enzimaticamente catalisadas como, por 
exemplo, a transformação de nutrientes simples, como a glicose 
em aminoáddos, nudeotídeos ou lipídios; a extração de energia 
dos alimentos por oxidação ou a polimerização de sub unidades 
em macromoléculas. Felizmente para o estudante de bioquími- 
ca existe um padrão nessa multidão de reações. Nós não preci- 
samos aprender todas essas reações para compreender a lógica 
molecular da vida. 

A maioria das reações nas células vivas pertence a um dos 
cinco tipos (ou categorias) gerais: (1) oxidação -redução; (2) 
reações que formam ou quebram ligações carbono -carbono; 
(3) reações que rearranjam a estrutura das ligações ao redor de 
um ou mais átomos de carbono; (4) transferência de grupos 
funcionais; (5) reações nas quais duas moléculas se conden- 
sam com a eliminação de uma molécula de água. As reações 
em uma mesma categoria geral ocorrem por meio de mecanis- 
mos similares. 

Todas as reações de oxidação-redução 
envolvem transferência de elétrons 

Quando os dois átomos que compartilham elétrons em uma li- 
gação covalente têm afinidade igual para os elétrons, como no 
caso de dois átomos de carbono, a ligação resultante é não-po- 
lar. Quando dois elementos que diferem em afinidade por elé- 
trons, ou eletronegatividade (Tabela 3-2), formam uma ligação 
covalente (por exemplo, C e O), a ligação é polarizada; os elé- 
trons compartilhados provavelmente estarão na região do áto- 
mo mais eletronegativo (O) e não naquela do átomo menos ele- 
tronegativo (C). No caso extremo de dois átomos de eletronega- 
tividade muito diferente (NaeCl, por exemplo), um dos átomos 
cede os elétrons para o outro átomo, resultando na formação de 
íons e interações iónicas, como aquelas existentes no cloreto de 
sódio (NaC) sólido. 


Em muitas oxidações biológicas, um composto perde dois 
elétrons e dois Lons de hidrogénio (isto é, dois átomos de hi- 
drogênio); essas reações são comumente chamadas de desi- 
drogenações e as enzimas que as catalisam são chamadas de 
desidrogenases (Fig. 3-16). Em algumas, mas não em todas as 
oxidações biológicas, um átomo de carbono torna-se cova I en- 
temente ligado a um átomo de oxigênio. As enzimas que cata- 
lisam essas oxidações são geralmente chamadas deoxidases ou, 
se o átomo de oxigénio é diretamente derivado do oxigénio 
molecular (0 2 ), oxigenascs. 


2\V + 2e~ 



T — 

2H + 4 2e~ 
Lactato l*craim 



*\r 

Piravam 


Figura 3-16 - Uma reação de oxidação-redução A oxidação do lacta- 
to para piruvato ê mostrada aqui. Nessa desidrogenação,, dois elétrons e 
dois ions hidrogênio (o equivalente a dois átomos de hidrogênio) são 
removidos do C-2 do lactato, um álcool. Nas células, a reação é catahw- 
da pela desidragenase láctica e os elétrons s3o transferidos para um co- 
fator chamado de nicotmamida adenina dinudeotrdeo. Essa reação é to- 
talmente reversível, piruvato pode ser reduzido pelos elétrons a partir do 
Có-fator. Os fatores que determinam a direção de uma reação serão dis- 
cutidos no Capítulo 14 


Toda oxidação é acompanhada de redução, na qual um 
grupo que recebe elétrons adquire os elétrons removidos pela 
oxidação. Reações de oxidação geralmente liberam energia 
(imagine um incêndio no campo, em que vários compostos 
da madeira sáo oxidados pelas moléculas de oxigênio do ar). 
A maioria das células vivas obtém a energia necessária para 
o trabalho celular oxidando combustíveis, como carboidra- 
tos ou gorduras; organismos fotossin táticos podem também 
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usar a energia da luz solar. As vias calabõiicas (produtoras 
de energia) descritas nos Capítulos 15 a 19 são reações de 
oxidação- redução em cadeia que resultam na transferência 
de elétrons das moléculas combustíveis por meio de uma 
série de transportadores de elétrons até oxigénio. A afinida- 
de alta do O* por elétrons torna todo o processo de transfe- 
rência de elétrons ãE ta mente exergónico, fornecendo a ener- 
gia que impulsiona a síntese de ATP — o objetivo central 
do catabolismo. 

Ligações carbono-carbono são quebradas 
e formadas por reações de substituição 

«ludeofílíca 

L m* ligação co valente pode ser quebrada de duas formas ge- 
rai» (Fíg. 3-17). Na quebra bomolltk», cada átomo deixa a 
ligação como um radical, levando um dos dois elétrons (ago- 
ra desempareihado) que mantinha os átomos ligados. Rea- 
ções homolíticas ocorrem rara mente noa organismos vivos 
(veja Fíg. 22-39 como utft exemplo}. Quebras heteroUticas 
são mais comuns, nas quais um átomo mantém os dois elé- 
trons da ligação (formando um inion), deixando o outro áto- 
mo com um elétron a menos (um cálion). Quando um se- 
gundo grupo rico em elétrons substitui o ãnion que saiu. uma 
substituição liudeofíika ocorre (Fíg. 3-18). Muitas reações 
bioquímicas envolvem interações entre nudeófilos, grupos 
funcionais ricos em elétrons e ca pazes de doá-los, e eletrófi- 
b». grupos funcionais deficientes em elétrons, que procuram 
elétrons. Nudeófilos combinam com efctrófilus fornecendo- lhes 
détrons- Grupos funcionais que contém oxigênio, nitrogênio e 
enxofre são importantes nudeófilos biológicos (Tabela 3-4), Áto- 
mos de hidrogênio carregados positiva mente (ions hidrogênio, 
ou prótons) e metais carregados positivamente ( cá t ions) fre- 
qtlentemente atuam como eletrúfilos nas células. Um átomo de 
carbono pode atuar ou como um nudeófilo ou como um ele- 
tréfilo, dependendo de quais ligações e grupos funcionais o 
cercam. 


Quebra 

faomolitki 

1 1 

tr 

i * i 

_ r ■ + c 

Ti 


Radicai» dc carbono 

Quebra 

1 X 

1 .1 

heterolltica 

rr 

' T + f - 



Cirhinmn Carbocition 


figura 3-17 - Doti m#canhmos de quebra de uma ligação C— C Mas 

quebras homatftjtas. cada áiomo de carbono mantém dos HéUww 
da kgação, resJiando em dos radrad de carbono fsln é. carbonos ten- 
do Hétrom desempatei hados). Mas quebras bçteroiiticas. um dos dois 
átomos de carbono mantém os dois etétrons da Igação. produzindo um 
carbãnior, e o outro se toma um carbocatior» 


; W + Z : 5=t — C : 2 + W : 

t t ' 

Grupo NudeúfUo 

deuída 


figura 3>1S - Uma reação de substituição nuctecfílka Um nudeófi- 
b nto em elétrons tZ) ataca um centro defioerrte em etttrore [um átomo 
de carbono, por exempio) e desloca xtm grupo nudeofico (W). que e 
chamado de grupo de saída 


Tabeta 3*4 - Alguns grupos funcionais qu* atuam como m*d*ófi- 
krt no interior das células» 


Nome 

Ertiutura qutmka 

Agua 

HÒH 

km hidróxido 

HO 

HidrowEa íálcoot) 

ROH 

Aicóxido 

RÕr 

Sulfidrila 

RSH 

tiq) 

RS 

Arrano 

RNHi 

Carboxiato 

~C 


/ — r R 

imtdazaf 

..l^NK 


0 

Ortofasfato inorgânico 

~Ü— -F — OH 
1 


tr 


* Listados em ontem decrescente Muctetfita m» fracos são mrtwn grupos 
dewRto 


Existem dois mecanismos gerais peios quais um nucleófilo 
pode substituir outro na formação dc ligações carbono-carbo- 
no. No primeiro (Fig. 3- i9a},o grupo de salda (o nucleófilo W, 
veja Fíg. 3-18) parte com seus elétrons, deixando o parceiro como 
um carbocátion, relativamente instável (carbono carregado po- 
sitivamente, um eletrófíb). antes que um grupo substituinle (Z, 
um nucleófilo) apareça em cena. Esse mecanismo é chamado 
reação SNI (SNI indica substituição nudeofílica, unimolecu- 
br), No segundo tipo de substituição nudeofitica, um nudeófi- 
lo atacante (Z) chega antes que o grupo de saída ÍW} parla e 
tramitoriamente se forma um intermediário penttvakme ( Fig. 
3* 19b). Essa é uma reação SN2 (substituição nudeofilica, bi- 
molecular). Como a Figura 3- 19 sugere, reações SN2 tipicamen- 
te resultam em uma inversão da configuração ao redor do car- 
bono atacado após a partida do grupo de saída, enquanto rea- 
ções SNI usualmente resultam ou na retenção da configuração 
original ou na racemízação. Em geral, nudeófilos fracos são 
melhores grupos de saída e os nudeófilos fortes são melhores 
espécies atacantes. 

A condensação aldólica, catalisada pela aJdolase (veta Fig 
15-4)* é um exemplo de uma substituição msdeofitka, empre- 
gada para formar ligações carbono-carbono nas células. Essas 
reações são reversíveis; aJdolase pode ligar duas espécies de trfa 
átomos de carbono para formar um açúcar de seis carbonos ou 
pode quebrar o açúcar de seis carbonos para formar duas espé- 
cies dc crés unidades de carbono cada. 

Transferência de elétrons Intra molecular 
produz rearranjos Internos 

Outro tipo de reação celular comum é o de rearranjo intramole- 
tiilar no qual a redistríbuiçâo de eléimm resulta em isomertza- 
çio. transposição de ligações duplas e reamijipos de ligações du- 
plas cis- trans. Um exetnpb de bomenzaçio é a formação de fru- 
tõse-6- fosfato a partir de gikow-6-fbs^to durante o metabolismo 
dc açúcar (Capítulo I 5). Nessa reação (Fig, 3-20a}, C- 1 é reduzi- 
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(b) Reações Sn2 


(a) Reações EÍNl 
R 1 

V j 

> 

R- 



Retenção da 
ton figuração 


Z: C ; W 

/ ^ r q r: 

Z* — C— W* 

L' ^ ?> 

Intermediário ^ + ^ 
pentaovaknte R 


Inversão da 
configuração 


Figura 3-19 - Duas classes de reações de substituição nucleofllka ta) SNI o grupo de salda (W) parte com os elétrons da 
ligaçãa, deixando um carbocãtion, antes do nudeófilo atacante (Z) chegar, (b) SN2: o nudeõfiló atacante (Z) aproxima-se de um lado 
do carbono eletnofflico enquanto o grupo de saida (W) permanece ligado ao outro lado, resultando em um intermediário penteco- 
valente. A saída de W deixa o composto substituído com uma configuração completamente invertida no átomo de carbono reagente. 
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Figura 3-20 - Uma reação de isomerizaçao. (a) A conversão de glicose-S-fosfato para frutose-6-fosfato, uma reação do metabo- 
lismo de açúcar catalisada pela fosfoexose rsomerase. (b) Esta reação ocorre por meio de um intermediário enediol, A seta azul curva 
representa o movimento dos elétrons da ligação do nudeófilo (vermelho) para o eletrófilo (azul). B- e B 2 são grupos básicos da 
enzima; eles são capazes de doar e ceder lons hidrogênio (prótons) conforme a reação ocorre. 


do (de aldeído para álcool) e C-2 é oxidado (de álcool para ceto- 
na). Na Figura 3-20b, em que se mostram os detalhes dos movi- 
mentos do elétron que resulta em ísomerização, empregamos a 
convenção de diagramas “etectron-pushmg”, os quais serão usa- 
dos para indicar os mecanismos de reação por todo o livro. Se- 
tas azuis curvas mostram o movimento dos elétrons, ã medida 
que a reação ocorre. 

Uma transposição simples de uma ligação C=C ocorre du- 
rante o metabolismo do ácido oléico, um ácido graxo (veja Fig. 
17-9), e exemplos espetaculares de reposicionamento de ligações 
duplas serão vistos na síntese de colesterol (veja Fig. 21-35). 

Reações de transferência de grupos 
ativam intermediários metabólicos 

Em metabolismo, um tema geral e importante é a necessidade 
de ligação a um intermediário metabólico de um bom grupo de 
saída com a finalidade de “ativá-lo” para que com isso ocorra a 
reação subsequente. Entre os melhores grupos de saída nas rea- 
ções de substituição nucleofílkas (Tabela 3-4) estão o ortofos- 
fato inorgânico (a forma ionizada de HjPG* em pH neutro, uma 
mistura de H 2 P0 4 e HPO*’, comumcnte abreviado de Pi) e píro- 


fosfato inorgânico (P 2 0^, abreviado de PPj). Ésteres e anídrídos 
do ácido fosfórico tém papel central na química celular. Substi- 
tuição nudeofílica na qual o grupo fosforil ( — POf ) serve como 
um grupo de .vaída ocorre em centenas de reações metabólicas, 
isso porque essa substituição se torna mais favorável peia liga- 
ção de um grupo fosforil em vez de um grupo de saída pobre 
como é — OH. 

Fósforo pode formar cinco ligações covalentes, A represen- 
tação convencional do Pj (Fig. 3-2 la) com trés ligações P — O e 
uma ligação P=0 não é correta. No F„ as quatro ligações F — O 
possuem um caráter de dupla ligação, e o ânion tem uma estru- 
tura tetraédríca (Fig. 3-2 1b). Como o oxigénio é mais eletro ne- 
gativo que o fósforo, os elétrons não são compartilhados igual - 
mente, O fósforo central possui uma carga positiva e pode atuar 
como um eletrófilo. Em um grande número de reações metabó- 
licas, um grupo fosforil ( — POj“) é transferido do ATP para um 
álcool (formando um éster de fosfato) (Fig. 3-2 lc) ou para um 
ácido carboxllico (formando um anidrido misto; veja Fig, 3-5), 
Quando um nudeófilo ataca o átomo de fósforo eletrofílko no 
ÁTP, uma estrutura pentacovalente relativamente estável é for- 
mada, como um intermediário de reação (Fig. 3-21 d). Com a 
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ADP Gtkosf-6-fcHfatfv, 

para éster dc 


O fmfm 

O 

Figura 3-21 - Vt« a iter nativas para mostrar a estrutura do orto- 
fcrtfato Jnorgámco (*) Representação r>áo apropriada, três oxigénio* 
sâo Itgados ao fósforo por hg ação simples e o quarto £ ligado por hgaçãci 
dupla, permitindo as quatro estruturas diferentes de ressonância mostra- 
das; ib; as quatro estruturas de ressonância podem ser representadas 
com maior precisão, mostrando o caráter de dupta ligação das quatro 
ligações P— O. Os orbitais híbridos, assim representados, são arranjados 
em um tetraedro com o F em seu centro, {£} Quando um nudeófllo 2 
í neste caso, o —OH no C-6 da glicose) ataca ATP, ele desloca ADP (W). 
Nesta r&açso Sn 2, um intermediário pentécova lente (d) íorma-se transi- 
toriamente. 


retirada do grupo de satda (ADP). a transferência de um grupo 
fosforil t completa. A grande Família de enzimas que catalisa a 
transferência de grupos fosforil, tendo ATP como doador, è cha- 
mada de quiruse [do grego toníiis, ^movtr" h Houx|uinase, por 
oempla “rnuve^ um grupo fosforil do ATP para a glicose. 

Grupos fosíonl não são os únicos atiradores desse tipo. Tio- 
álcoois ílióU), nos qims o átomo de oxigénio de um álcool e 
substituído por um átomo de enxofre, também sâo bons grupe» 
de sdtda. Tióis ativam ácidos carboxilicos peü formação de tio- 
esteres (.ésteres de tiol) com des (Fig. 3-5). Encontra-se um gran- 
de numero de casos, incluindo- se as reações catalisadas pelas acil 
transté rases na síntese de Lipídios (veja Fig. 2 1-2), na qual a subs- 
tituição nucleofllica do carbono da carbonila de um tioéster re- 
sulta na transferência de um grupo acil para outra metade da 
molécula, 

Biopoli meros são formados por condensações 

As subun idades monoméricas que compõem proteínas, ácidos 
nudéico* e polissacaddeos são ligadas por reações de desloca- 
mento nudeofüko que substituem um bom grupo de saída. Por 
exemplo, a ligação de duas moléculas de aminoicidos para for- 


mar um dipeptídeo poderia ocorrer por um mecanismo simples 
observado na Figura 3 -22a. No entanto, — OH é um grupo de 
saída pobre, a reação por esse mecanismo nâo é eficiente. Célu- 
las solucionam esse problema, primeirainente, pela ligação de 
um grupo de saída melhor, uma molécula de RN A pequena t RN A 
de transferência, cerca de 75 nudeotideos de comprimento) no 
grupo a-carboxil do aminoiddo ( ligação éster). Isso ativa o gru- 
po carbnxil para condensação com o a-amino grupo do outro 
aminoicido (Fig. 3-22b), Estratégias semelhantes sio emprega- 
das para a biossintese de ácidos nudékos e poUssacarideos. 

Macromoléculas podem ser quebradas por reações de hi- 
drólise, nas quais H : G é o nudeófilo que ataca, deslocando uma 
subunklade monoméríca ou um fragmento menor do polímero 
(Fig, 3- 22c), Enzimas que catalisam hidrólise de biopoli meros 
(hidrolases) são essenciais no processa digestivo e servem tam- 
bém para regular o nível de imcromoléeulas críticas, como são 
os RNA mensageiros. 



Figura 3-22 - Condensação e hidrólise A formação e a hidrólise de 
uma ligação peptidica sáo mostradas aqui. (a) Remoção do elemento 
água de duas moléculas do amlrvoácldü glicina produz uma ligação pep- 
tldlca, mas, por não ser o grupo —OH um bom grupo de salda, essa 
reação não á favorável, (b) Mas células, aminoácidos são ativados antes 
da polimenzaçâo pela ligação de um grupo de saída melhor que O —OH, 
um RNA pequeno (RNA de Transferência ou TRNA) que forma um éster 
de oxigénio com um grupo a<art»nl (d A hidrólise de uma ligação 
peplid íca (mostrada aqui em um pol«pephdeo'í é essenc laimenie o rever- 
so da reação em í*y K*Q t« um alague nudeotiliCD no carbono da car 
bonda, desiocanoo o nitrogénio do grupo a-anwio. 


Macromoléculas e Suas 
Stibun idades M ono mé ricas 

Muitas das moléculas encontradas no interior das células são 
mac ramo lécu tas, polímeros de alto peso molecular construí- 
dos com precursores reUtivamente simples. Os poUssacortdeos, 
as proteínas e os ácidos nucléicos, os quais podem ter pesos 
moleculares variando de dezenas de milhares até bilhões (como 
no caso do DNAh são construídos pela polimerizaçáo de su- 
bumdades rdat ivamente pequenas, de peso molecular ao re- 
dor de 500 OU menos. A síntese das ma ern moléculas é uma 
atividade celular que pode ser classificada como forte consu- 
midora de energia. As macromoléculas, por sua vez, podem ser 
arramadas em complexos supramolecukres formando unida- 
des furtei onais como os nbossomos> que hkj construídos com 
cerca de 70 proteínas diferentes e várias moléculas de RKA 
díferentes- 

Os principais constituintes 
das células são macrornotècu las 

A Tabela 3-5 mostra as principais classes de biomoléculas cm 
um organismo unicelular típico, a Esrftenthia coii A água é o 
composto simples mais abunda me na E coíi e em todas as ou- 
tras células e organismos. Em todos os tipos de células, quase 
toda a matéria sõltda é substância orgânica e está presente em 
quatro fbrmas principais proteínas, ácidos nucléicos, pulissa- 
carídcos e lipídios. Os sais inorgânicos e os elementos minerais,, 
por outro lado, constituem apenas uma fração muito pequena 
do peso seco total, 


Tabela 3 5 Componentes moleculares de uma célula da Ç. cati 



Porcentagem 
do p«o total 
da célula 

Número aproximado 
das diferentes 
espécies molecular** 

Agua 

7Ú 

1 ~~ 

Proteínas 

Acutos nudéiCoS 

15 

3 000 

OHA 

1 

T 

nm 

6 

>3 000 

Potissacarttíeoi 

3 

5 

Lodos 

Sutwndadei 

2 

20 

iTNonorritricas c 
rntefm*diâhOl 

2 

500 

brn TOrglncoi 

\ 

20 


As proteínas, longos polímeros de ammoácidos, constituem, 
ao lado da ágüa. a maior fraçào das células. Algum» protefn» 
têm atividade catalítica e funcionam como enzimas, outras ser- 
vem como elementos estruturais e ainda outras transportam si- 
nais específicos ( no caso dos receptores) ou substâncias especi- 
ficas (no caso das proteínas de transporte) para o interior ou o 
exterior das células. As proteínas são talvez as mais versáteis das 
biomoléculas. Os ácidos nucléicos, DNA e RNA, são polímeros 
de nudeotldeos. Eles armazenam. Transmitem e transcrevem a 
informação genética. Os polissacarídeos, polímeros de açúca- 
res simples, como a glicose, têm duas funções principais: ser- 
vem como armazenadores de alimentos, liberadores de energia 
e como elementos estruturais extracelulares. Polímeros peque- 
nos de açúcares (oligossacarídeos) ligados a proteínas ou a li- 
pídios na superfície celular servem como sinais celulares espe- 
cíficos. Entre seus inúmeros papéis, os Lipídios, derivados oleo- 
so s dos hidrocarbonetoi* servem principal mente como 
componentes estrutura is das membranas e como forma de arma- 


zenamento de alimentos ricos em energia. Todas essas quatro 
classes de grandes bio moléculas sáo sintetizadas em reações de 
condensação. Nas macro moléculas (proteínas, ácidos nucléicos, 
polissacarídeos), o número de sub unidades monoméricas é 
muito grande. As pintei n» tém pesos moleculares que variam 
de 5 000 até um milhão; os ácidos rmdékos tém pesos molecu- 
lares que variam na casa dos vários milhões OS polissacarideos 
como o amido, também tém pesos moleculares na casa dos vári- 
os milhões. As moléculas hpèdicas individuais são muito meno- 
res I Afj 750 a 1 .5001 e não são classificadas como macromolécu- 
lü. Entretanto, quando um grande número de moléculas Iip4di- 
cas se associa nlo-covakntemen te, resulta em estruturas muito 
grandes. As membranas celulares são construídas por enormes 
agregados que contém milhões de moléculas de lipídios. 

As macromoléculas sá o construídas 
com stibuntdades monoméricas 

Embora os organismos vivos contenham um número muito 
grande de proteínas e de ácidos nucléicos diferentes, uma sim- 
plicidade fundamental está na base das suas estruturas (Capitu- 
lo 1 ). As subunkhdes monoméricas simples, edm as quais todas 
as proteínas e todos os ácidos nucléicos são construídos, são em 
número pequeno e idênticas em todas a* espécies. As proteínas e 
os ácidos nucléicos sào as dúas macromolécuías informado- 
nais: cada proteína e cada ácido nudéieo tém unia seqüêncía de 
subunidades característica e rica em informação f Fig. 3-23). 


“A — C — T — C — C — A — C — — A — 
(DNA) 



Gk— Gk— Gk— C,k— Gk— 
(cduluse) 



Figura 3-23 - MacramolécuL» tntormaoonait * estruturais is le- 
tras A, T, Ç € G representam os quatro dnoiimbonucieoúdeos do DMA,, 
e qicose (Gk) é a suòumdadc 1 rnonomérca repetjt.va do amdo ç da 
cekáose. O número de combinações poss Jves dos quatro desoiímfcjo- 
nudeofldeos è drtualmerrte ilerotado, como o numero de melodias pcír- 
Wveis de serem compostas com Lm peoueno número de notas mis- 
tas Um potfmero de lto cmto tipo de subun*d*d# è monõtonc e po- 
bre em erfermação 

Os polissacarídeos construídos apenas com um tipo de uni- 
dade ou de du» unidades diferem es c alternadas não são molé- 
culas i n forma ct onais no mesmo sentido em que o são as pintei - 
nas eos ácidos nucléicos, entretanto os polissacarídeos comple- 
xos feitos de seis ou mais tipos diferentes de açúcares, ligados 
em cadeias ramificadas, tém as variedades estruturais e estereo- 
qui micas capazes de habilitá-los a transportar informações re- 
conhecíveis por outras macromoléculas. 

As subunidades monomérkas 
têm estruturas simples 

A Figura 3-24 mostra as estruturas de algumas unidades mono- 
méricas das biomoléculas grandes arranjadas em famílias. Vinte 
amínoácidos diferentes são encontrados nas proteínas, todos têm 
um grupo arnino [um grupo imino no caso da prolina) e um 
grupo carboxila ligado ao átomo de carbono, designado de car- 
bono cl Esses a -amínoácidos diferem uns dos outros somente 
peta cadeia lateral ÍFig. 3*24a), 
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As unidades estruturais recorrentes de todos os ácidos nu- 
détcós são oito mídeotideos diferentes; quatro tipos de nudeo- 
tideos são unidades estruturais do DNA. e os oulros quatro são 
uaubdes do RN A (Fig. 3~24b). Cada nudeotídco é feiro de très 
componentes: (I) uma base orgânica mtrogenada; 1 2) um açú- 
car de cinco átomos de carbono c (3) fosfato. Os oito nudeoti- 
deos diferentes do DNA e do RNA são construídos a partir de 
dnco bases organkas diferentes combinadas com dois açúcares 
diferentes. 


Os lipídios são construídos a partir de rdatíviunente poucos ti- 
pos de subunidades- A maioria das moléculas lipkÜcas contém um 
ou mau ácidos graxas de cadeia kH^adusquaisopsdmitato eo ofea- 
to são os compostos típicos íFtg. 3-24c). Muitos lipídios também 
contém um álcool, por axmpfa, o güceml e alguns contém fosfato. 

Os polissacarideos mais abundantes da natureza, amido e 
celulose, consistem de unidades repetidas de l>~gKcose (Fig, 3- 
24d|. Outros polissacarideos são compostos de uma variedade 
de moléculas de açúcares derivados de glicose. 


Alguns dos amiiHiáddo* dua proteínas 
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Figura 3-24 - Os compostos orgânicos a partir dos quais estruturas celulares muito maiores são construídas: o alfabeto da bioquímica. Aqur sào 
mostrados ia< seis dos 20 ammoãridos com os quais as proteínas de todos os organismos são construídas (as cadeias laterais estão sombreadas em 
nwm^Ko.' (b) as anco bases rniiogenadas. dois açucares. com qncd átomos de carbono cada um e o árido fosfórico,, a partir desses compostos são 
formados lodos os áridos nud&cos. (O onco compostos encontrados em mulos dos fcptiios de membranas e d ls-S- glicose, a maioria dbs carboidra- 
tos são denvados da motetúú desse açúcar Note que o árido fosfóneo e ira subundade componente de ambos, áudos nocfé*CQ5 e bpfdios de 
mefltranas Todas as compostos estão representados na sua forma não-tongad* 




Assim, apenas umas ires dúzias de compostos orgânico* di- 
ferentes são os progenitores da maioria das biomolétulas, Cada 
um de» compostos na Figura 3-24 tem uma função múltipla 
nos organismos vivos (Fig. 3-231, Os amirtoàcidos não são ape- 
nas ü subumdades monomerkas das proteínas; alguns agem 
como rteurolransmissores e como precursores de hormônios e 
toxinas. A adenina serve tanto como subutiidade na estrutura 
dos ácidos nudéicos e dn ATP» como neurotransmisBOrft, Os 
ácidos graxos servem como componentes de membranas lipí- 
dicas complexas, como gorduras ricas em energia e que funcio- 
nam como reserva de alimentos, e Lambérn como precursores 
de um grupo de moléculas sinalizadoras potentes, os ekosanòi- 
des- D-glicose é a subunidaJe monomerka dn amido e da celu- 
lose e também é o precursor de outros açúcares como a U-rna- 
nnse e a sacarose. 



Figura 3-25 - Cada composto simples na Figura 3-24 é um precursor de 
muitos outros tipos de biomoléculas. 


A condensação enti* as fubun idades 
cria ordem e requer energia 

£ extremimewe improvável que os aminoáçidos em uma mis- 
tura venham a se condensar espontaneamente em umj proteína 
Com uma sequência única. Bssa condensação de moléculas pe- 
quenas em uma macromolécula representaria um aumento na 
organização dn sistema, no caso “uma população de moléculas”, 
o que não estaria de acordo com a segunda lei da termodinâmi- 
ca (Capítulo 141 que afirma a tendência dos processos químicos 
e físicos ocorrerem no universo em direção a um aumento da 
desordem. £, portanto» necessário fornecer energia livre ao sis- 
tema. (a célula), para conduzir a síntese de macromoléculas a 
partir de suas subunidades mnnomérscas í Capitulo 1 ). 

A desordem dos componentes de um sistema químico é ex- 
pressa como a entropia, simbolizada por 5, Qualquer mudança 
na desordem do sistema é uma variação na entropia» AS, que 
tem um valor positivo quando a desordem aumenta. Quem de- 
senvolveu a leoria das variações energélicas durante as reações 
químicas foi 1. VVillard Gibhs; ele mostrou que o conteúdo de 
energia Livre (G) de qualquer sistema isolado pode ser definido 
em termos de três quantidades: a entalpia {H) que reflete o tipo 
e o número de ligações envolvidas (veia pág. 30): a entropia (SI; 
e T, a temperatura absoluta í Kelvinú A definição de energia livre 



j WiD&d Gftbs 
(1 09-1003) 


&.G = H - TS. Assim, quando uma teação qutmka ocorre à tem 
pcr.it ura constante» a variação da energia livre é deter minada por 
AH, refletindo os tipos e o númem de ligações químicas em in- 
terações não-covalentes» quebradas e formadas, e por A5» a mu- 
dança na desordem do sistema: 

AG = AH - T AS 

No Capitulo 1 vimos que um processo tende a ocorrer esponta- 
neamente apenas quando AG é negativo, Além disso, células de- 
pendem de muitas moléculas, lais como proteínas e iodos nu- 
cléitos» para as quais energia livre de formação è positiva; elas 
são menos estáveis t mais ordenadas do que uma mistura dc 
seus componentes monoméricos. Para superar o déficit de ener- 
gia livre de reações termo dinamicamente desfavoráveis (ender- 
gónkas), células acoplam essas reações a outras reações que li- 
beram energia livre (reações excrgônicas), de maneira que iodo 
o processo seja exergònico; a soma das variações dc energia livre 
é negativa. A fonte usual de energia livre em reações biológicas 
acopladas é a energia liberada pela hidrólise de ligações do ani- 
drido do áddo fosfórico I fosfoanidridoh como aquelas que co- 
nectam grupos fosfato ( represenlath»* como 0) no ATPr 

Amtn«ãdÉÍü4 ► pdtmem ÓG L é positiva tewkfgõok») 

— 0 — 0 *0 + 0 AG, t negativa (cxcrgónical 

Quando essas reações são acopladas, a soma de AG| e AG 2 é ne- 
gativa {o processo global é exrrgònico). Por meio dessa estraté- 
gia» células são capazes de sintetizar t manter poli meros ricos 
em informação (ONA, KNA e proteína ) e essenciais à vida. 

A estrutura celular é hierarquizada 

As Hibun idades mnnomerícas na Figura 3-24 são muito peque- 
nas, quando comparadas com as m ac rumo Lee li Las biológicas. 
Uma molécula de um aminoácido, tal como a alanina, tem me 
nos de 0,5nm de comprimento, À hemoglobina, proteína trans- 
portadora de oxigênio nos erítrócilos, consiste de aproximada- 
mente bOO ammoácidus ligados covalentemenle em quatro lon- 
gas cadeias, estas são enroladas em fornias globulares e associada*, 
em uma estrutura letnmérica, com um diâmetro de 33nm. As 
moléculas de proteínas por sua vez são pequenas, quando com- 
paradas com os ribossnrnos ( perto de 20nm de diâmetro); cada 
um dos quais contem mais ou menos 70 proteínas diferentes e 
várias moléculas diferentes de RN A, Os ribossomos, por sua vez, 
são muito menores do que as org,t nelas, como a* mitoeóndria*, 
por exemplo, as quais têm, tipicamente, LOÚOnm de diâmetro, 
£ longo o salto entre uma única bi o molécula e as grandes estru- 
turas celulares que podem ser vistas ao microscópio óptico. A Fi- 
gura 3-26 ilustra a hierarquia estrutural da organização celular 
Nas proteínas, ácidos nucléíCõs e poUssacarideos as subu- 
n idades monoméricas individual estão ligadas por ligações cu- 
valentes Em contraste» nos complexos supramoleculares. as 
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figura 3-26 - A hierarquia estrutural na organização molecular das células, O núcleo deita célula vegetal, por exemplo, contém vários 
tipos de complexos supra moleculares, incluindo os cromossomos. Os cromossomos constituem-se de macnomoléculas — D NA e muitas proteí- 
nas diferentes. Cada tipo de macromolécula á construído de subunidades sjmples — DMA, por exemplo, a partir de desoxirribonudeotldeos. 


numerosas e diferentes macromoléculas são mantidas unidas por 
interações não-covalentes — individualmente muito mais fra- 
cas do que as ligações covalentes, Entre estas estão ás pontes de 
hidrogênio (entre grupos polares), interações iônicas (entre gru- 
pos carregados }, interações hídrofóbitas (entre grupos nlo-po- 
lares em soluções aquosas) e interações de van der Waals, todas 
as quais tém energia de apenas poucos quilojoules (kj )„ compa- 
radas com as ligações covalentes as quais têm energia de 2ÜÜ a 
900kJ/mol (Tabela 3-3), A n aturei a dessas interações não-cova - 
lentes será discutida no próximo capítulo. Nos complexos su- 
pramoleculares, o grande número de interações fracas entre as 
macromoléculas estabiliza as estruturas não-covalentes finais, 
produzindo sua estrutura "nativa” única. 

Embora as subunidades monoméricas das macromoléculas 
sejam muito menores que as células e as organelas, elas influen- 
ciam a fornia e a função dessas estruturas muito maiores. Na 
anemia faltiforme, uma doença humana hereditária, a molécula 
da hemoglobina é defeituosa. Um resíduo de ácido glutâmico 
ocorre na posição 6 nas duaus cadeias (3 da hemoglobina de indi- 
víduos normais. Nas pessoas com anemia falei for me, nessa po- 
sição ocorre um resíduo de valina. Essa simples diferença na se- 
qüência de 146 aminoácidos da cadeia Ji afeta apenas uma pe- 
quena porção da molécula, como será explicado no Capítulo 7. 
Entretanto ela é responsável por um defeito tal nessa molécula 
de hemoglobina, que esta forma grandes agregados no interior 
dos eritrócitos* os quais, por isso, deformam-se (falrizam-se) e 
funcionam anormalmente. 

Evolução Pré- Bi ática 

O fato de todas as macromoléculas biológicas serem construí- 
das com as mesmas três dúzias de subunidades torna provável 
que todos os organismos vivos descendam de uma única linha- 
gem celular primordial, cuja química fundamental seria reco- 
nhecida até mesmo boje. Além disso, esses compostos orgânicos 


primordiais devem ter sido adaptativamente selecionados de 
forma que sistemas celulares foram refinados para desempenhar 
as transformações energéticas e de auto-replicação* que são ca- 
racterísticas das células vivas. 

A$ primeiras bio moléculas apareceram 
por evolução química 

Agora chegamos a um problema do tipo quebra-cabeças: além 
da sua presença nos organismos vivos* os compostos orgânicos, 
incluindo as biomoléculas básicas, ocorrem apenas em peque- 
níssimas quantidades na crosta terrestre, isto é> nos continentes, 
nos manes e na atmosfera. Como foi possível aos primeiros or- 
ganismos vivos adquirirem seus componentes orgânicos bási- 
cos? Em 1922, o bioquímico Alexander I. Oparin propôs a teo- 
ria da origem precoce da vida na história da Terra, postulando 
que a atmosfera foi, naquele tempo, multo diferente da que existe 
hoje. Rica em metano, amónia, água e esseitcialmente destituída 
de oxigénio, ela era uma atmosfera redutora, muito diferente do 
ambiente oxidante dos tempos atuais. Na teoria de Oparin, a 
energia elétrica das descargas dos relâmpagos, ou a energia calo- 
rífica dos vulcões* fez com que a amónia, o metano, o vapor 
d 'água e outros componentes da atmosfera primitiva reagissem 
formando compostos orgânicos simples. Esses compostos se dis- 
solveram então nos mares antigos, os quais* ao longo de muitos 
milénios, tornaram-se enriquecidos com uma grande variedade 
de compostos orgânicos simples. Nessa solução quente (“.sopa 
pré-biótica" ou “sopa primordial”), algumas moléculas orgâni- 
cas tiveram tendência maior que outras para se associarem em 
grandes compostos, os quais* por milhões de anos de evolução, 
por sua vez, associaram -se a membranas e catalisadores (enzi- 
mas), os quais vieram juntar-se uns aos outros para tornarem- 
se precursores das células primitivas. Por muitos anos, as opi- 
niões de Oparin permaneceram como especulações não testa- 
das e impossíveis de assim o serem, até que um experimento 
surpreendente foi realizado usando equipamento simples. 


A evolução química pode 
ser simulada no laboratório 

Um experimento clássico sobre a origem abiótica (não-biológi- 
ea) das biomolé tuias foi desenvolvido, em 1953, por Stanley 
Miller no laboratório de Harold Urey. Miller submeteu mistu- 
ras gasosas de NH 3 ,CH^ vapor d 'água e H 3 a centelhas elétricas 
produzidas a partir de um par de elétrodos (simulação de re- 
lâmpagos) por períodos de uma semana ou mais (Fig. 3-27), e 
então analisou o conteúdo do frasco de reação. A fase gasosa da 
mistura resultante continha CO e C0 2 , bem como os compos- 
tos químicos iniciais. A fase aquosa continha uma variedade de 
compostos orgânicos que incluíam alguns aminoáddos, hidro- 
xiácidos, aldeídos, álcoois e ácido cianídrico (HCN), Esse expe- 
rimento estabeleceu a possibilidade da produção abiót ica de bí- 
omoléculas em tempos relativamente curtos e em condições re- 
lativamente suaves. 


Elétrodos 



Figura 3-27 - Aparelho de descargas elétricas empregado por Miller e 
Urey em experiências que demonstram a formação abiótica de compos- 
tos orgânicos, sob as possíveis eondrçOes atmosféricas da Terra primitiva. 
Depois de submeter o conteúdo do sistema gasoso contido no aparelho 
a descargas elétricas, os produtos foram separados por condensação. 
Algumas biomolêculas, aminoáddos por exemplo, estavam entre esses 
produtos (veja Tabela 3-6). 


Vários melhoramentos permitiram repetir os experimen- 
tos de Miller e Urey de forma mais refinada, o que tem produ- 
zido evidências muito fortes de que uma larga variedade de 
biomolécuks, incluindo proteínas e ácidos nudéicos, podem 
ter sido produzidas espontaneamente a partir de materiais que 
estavam, provavelmente, presentes na Terra no tempo em que 
a vida apareceu. 

Continuações recentes dos experimentos de Miller empre- 
garam “atmosferas" que incluem CO : e HCN e tecnologias me- 
lhoradas de identificação de diminutas quantidades de produ- 
tos. Assim, a formação de centenas de compostos orgânicos pode 
ser demonstrada (Tabela 3-6). Esses compostos incluem os ami 
noácidos comuns, uma grande variedade de ácidos mono, di e 
tricarboxílicos, ácidos graxos, adenina e form aldeído. Fm cer- 
tas condições, o formaldeido polimeriza-se para formar açúca- 
res que contêm três, quatro, cinco ou seis átomos de carbono. 
Em adição aos muitos monómeros que se formam nesses expe- 
rimentos, aparecem também polímeros de núcleo lídeos (áci- 
dos nudéicos) e aminoáddos (proteínas). Alguns dos produtos 
de autocondensação do ácido cianídrico também são promoto- 
res efetivos dessas reações de polimerização, e várias espécies 
iònicas presentes na superfície da Terra (Cu 2+ , Ní lf , Zn 3+ ) tam- 
bém aumentam a velocidade de polimerizaçlo. As fontes efeti- 
vas de energia para a formação desses compostos incluem calor, 
luz visível e ultravioleta, raios X, radiação gama, ultra-som e 
ondas de choque mecânico, além de bombardeamento com par- 
tículas alfa e bela. 

Sucintamente, experimentos laboratoriais sobre a formação 
espontânea de biõmolêculas em condições pré-bióticas fornece- 
ram boa evidência de que muitos componentes químicos das 
células vivas, incluindo polipeptídeos e RN A, podem-se formar 
nessas condições. Pequenos polímeros de RN A podem agir como 
catalisadores em reações biologicamente significativas (Capítu- 
lo 26), e é razoável que o RNA lenha desempenhado um papel 
crucial na evolução pré-hiótica, tanto como catalisador, como 
repositório de informação. 

Se a vida na Terra progrediu através desse processo de evo- 
lução química, é provável que vida tenha surgido também em 
planetas de outros sistemas solares. Muitos compostos pré-bi- 
óticos, tais como HCN, ácido formico, cianoacetileno, foram 
encontrados em cometas, nas atmosferas de Júpiter, Saturno e 
Titã (a lua de Saturno) e na poeira cósmica do espaço interes- 
telar. Análises do meteorito Murchison, que caiu na Terra em 
1969, revelou a presença de aminoáddos, hidroxiácidos, p uri- 
nas e pirimidinas, É concebível, portanto, que os precursores 
orgânicos, para a evolução da vida na Terra, originaram-se de 
algum lugar do sistema solar. 


Tabela 3-6 - Alguns dos produtos formados 

em condições pré-biõtkas 



Ácidos carboxílicos 

Bases dos ácidos nudéicos 

Aminoáddos 

Açúcares 

Acido fórmico 

Adenina 

Glicina 

Pentoses e hexoses lineares e ramificadas 

Acido acético 

Guanina 

Alanina 


Acido propiônico 

Xsntrna 

Acido ot-aminobutrrico 


Ácidos graxos (C^— Ci. n ) lineares e ramificados 

Hipoxantina 

Vaüna 


Acido glicóko 

Citosína 

Leudna 


Acido láctico 
Addo succfnico 

Uracina 

Isoleucina 

Prolina 

Acido aspârtico 
Acido glutârnko 
Serina 
Treonma 



Aante Retirado de Miller SL. (1 987) Which orgamc compounds could have occurned on the pnebiouc earth? CoWípmig Hatb- Syirtp, Quení filio/. 52. 1 7-27 
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As moléculas de RNA podem ter sido 
os primeiros genes e catalisadores 

Nos organismos atuais, os ácidos nudéicos codificam a infor- 
mação genética que especifica a estrutura das enzimas, e as enzi- 
mas têm a capacidade de catalisar a replicação e a reparação dos 
ácidos nudéicos, A dependência mútua dessas duas classes de 
biomoléculas coloca a questão: o que veio primeiro, o DNA ou a 
proteína? 

A resposta pode ser: nenhum dos dois. A descoberta de que 
as moléculas de RNA podem agir como catalisadoras em suá 
própria formação sugere que o RNA pode ter sido o primeiro 
gene e o primeiro catalisador. De acordo com esse cenário (Fig, 
3-2® h um dos primeiros estágios da evoluçáo biológica foi a 
formação por acaso» na sopa primordial, de uma molécula de 
RNA que tinha a capacidade de catalisar a formação de outras 
moléculas de RNA com a mesma sequência — um RNA auto- 
duplicador e autoperpetuador. A concentração de uma molé- 
cula de RNA automultiplicadora deveria aumentar exponen- 
dalmente» pois uma molécula formaria duas T duas formariam 
quatro, e assim sucessivamente. A fidelidade dessa auto-repli- 
eação era, presumivelmente, tio perfeita, que o processo gera- 
ria muitas variantes de RNA, algumas das quais poderiam ser 
auto-replicadoras ainda melhores, Na competiçáo pelos nucleo- 
tídeos, venceriam as seqüências mais eficientes em autodupli- 
car-se, e os autoduplicadores menos eficientes desapareceriam 
da população. 

Formação da sopa prê-btáiíca» induindo os 
nadeotideos a partir da atmosfera primitiva da Terra 

l 

Pruduçlo de pequenas moléculas de RNA 
com sequências ao aca&o 

l 

Reprodução sdetiva de segmentos, catalíticos 
e auto- reprodutores de R.NA 

l 

Síntese catalisada por RNA de peptídeos específicos 

l 

Participação crescente dos peptídeos na reprodução 
do RNA; coevotuçlo de RNA e proteinas 

l 

Desenvolve-se o sistema primitivo de traduçlo, 
com genoma de RNA e catálise por RNA-proteína. 

l 

O RNA genémíco passa a ser copiado em DNA 


1 



Figura 3-28 - Descrição de uma das possibifidades para o desenrolar do 
"drama da vida" segundo a hipótese do "mundo do RNA" e a transição 
deste (sombreado em amarelo) para o "muodo do DNA" (em alaranjado). 


A divisão de funções entre DNA (armazenamento da infor- 
mação genética) e proteínas (catálise) foi, de acordo com a hipóte- 
se do “mundo do RNA” um desenvolvimento posterior. Variantes 
novas e moléculas de RNA autoduplicadoras desenvolveram -se com 
a capacidade adicional de catalisar a condensação de aminoáddos 
em peptídeos. Ocasionalmente, o peptídeo (ou peptideos), assim 
formado, reforçaria a capacidade autoduplicadora do RNA, e o par 
— molécula de RNA e peptídeo ajudante — pode sofrer modifica- 
ções posteriores, gerando sistemas repJicadores ainda mais eficien- 
tes. Algum tempo depois da evolução desse sistema primitivo de 
síntese de proteína, ocorreu um desenvolvimento posterior; as mo- 
léculas de DNA com seqüências complementares ao RNA auto- 
repÜeador tomaram para si a função de conservar a informação 
genética e as moléculas do RNA evoluíram para desempenhar pa- 
péis na biossfntese de proteínas. As proteinas provaram ser catali- 
sadores muito versáteis e com o tempo assumiram essa função. 
Compostos semelhantes a lipídios, na sopa primordial, formaram 
camadas relativamente impermeáveis que envolviam coleções de 
moléculas autoduplicadoras. A concentração de proteinas e ácidos 
nudéicos no interior desses envelopes lipidicos favoreceu as inte- 
rações moleculares necessárias na autodupÜcação. 

Essa hipótese do “fnundo do RNA” é plausível» mas de nenhu- 
ma forma universalmente aceita, Essa hipótese faz previsões que 
são verificáveis» e ela será testada e refinada na medida em que os 
testes experimentais se tomarem passíveis de ser realizados dentro 
de tempos rd ativamente curtos, quer dizer, tempos menores ou, 
pelo menos» iguais ao tempo de expectativa de vida de um cientista, 

A evolução biológica começou 
há mais de três e meio bilhões de anos 

Junto com o Sol e os demais planetas do nosso sistema» a Terra 
formou-se cerca de quatro e meio bilhões de anos atrás, e a pri- 
meira evidência definitiva de vida data de três e meio bilhões de 
anos atrás. Um grupo internacional de cientistas mostrou, em 
!9®n» que certas formações rochosas muito antigas (estromató- 
litos; Fig. 5-29), que ocorrem na Austrália Ocidental, contêm 
fosseis de microrganismos primitivos. Em 1996» cientistas que 
trabalhavam na Groenlândia encontraram evidências químicas 
(não fosseis} da existência de vida há cerca de 4 bilhões de anos» 
formas de carbono incrustadas em rocha que aparentam ter uma 
origem biológica distinta. Em algum lugar da Terra, durante o 
primeiro período de um bilhão de anos, nasceu o primeiro or- 
ganismo simples» capaz de reproduzir a sua própria estrutura a 
partir de um molde (RNA?) que foi o primeiro material genéti- 
co, Devido à atmosfera terrestre» na aurora da vida» ser despro- 
vida de oxigénio e já que havia poucos microrganismos para 
consumir os compostos orgânicos formados por processos na- 
turais, esses compostos eram relativamente estáveis. Dados essa 
estabilidade e períodos de tempo muitíssimo longos» o impro- 
vável tornou-se inevitável; os compostos orgânicos foram in- 
corporados em células para produzir mais e mais catalisadores 
efetiva mente capazes de se auto-reproduzir. Assim começou o 
processo da evolução biológica. Os organismos desenvolveram 
mecanismos para atrelar a energia do Sol, por meio da fotossíu- 
tese, aos processos de síntese de açúcares e outras moléculas or- 
gânicas a partir do CO ; e converter o nitrogênio molecular da 
atmosfera em moléculas nitrogenadas, como os aminoácidos. 
Desenvolvendo suas próprias capacidades para a síntese de bio- 
moléculas» as células tornaram-se independentes dos processos 
casuais pelos quais esses compostos primeiro apareceram na face 
da Terra, A medida que a evolução prosseguia, os organismos 
começaram a interagir e a tirar benefícios mútuos» formando 
sistemas ecológicos cada vez mais complexos. 
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(b) (d 


Figura 3-29 - Recifes muito antigos da costa australiana contârn a evidência fóssil da vida microbiana nos mares de 3.5 bilhões de 
anos atrás. A continua retenção de grânulos de areia e calcário pelo revestimento extracelulai pegajoso de ciánobáctérias construiu, 
paulatina mente, esses estromatúiitos encontrados em Hamriln 8ay. na Austrália Ocidental (a) O ewme microscópico de secções 
finas dos estromatólitos revela micnofõsseis de tia crinas li lamentosas íb). Estas sao interpretadas como mostra o desenho (e) 


I Resumo 


A maior parte do prtd seco dos nrganumeti vivos 
consslc dr compostos nrgàrucuc, moléculas que 
contém esqueletos ou estruturas de átomos de car- 
bono ligados ccvalrni emente crtt fc si, aos quais ou- 
tros aiumttí de carbono, hidrogénio, oxigénio e ni- 
trogénio podem ser ligadov. Aos esqueletos carbô- 
nicos são ligados diferente* iipuc de grupos 
funcionais, o que determina as propriedades quí- 
micas das moléculas orgânicas- As biomcilétulas 
lambem tem formas tançlemnc » I configurações 
e conformações) em trév dimensões, Muitas bio- 
moléculas ocorrem em formas jss i métricas, ou 
qu irais, chamadas de crunuiò meros e estereoisõ- 
meras» as quais sâo imagens especulares e que não 
se sub repõem umas às ou trás, Usual mente, ape- 
nas um dos enantíômcros dn par tem atividade 
biológica. 

As forças da* ligações quí miais covalentes, me- 
didas em pules, dcptmdcm da elçtronegatividade e 
do tamanho dos átomos que cumparlilham os elé- 
trons. A variação da entalpia ( AH > para uma reação 
química reflete o número e o tipo de ligações que 
são quebradas ou sintetizadas. Pára as reações en- 
dotér micas. AH é positivo, pani is reações exotér- 
micas, negativo. As diferem es reações químicas que 


ocor rem no mtencw tfc uma célula pertencem a an- 
no categorias gerais: reações de oickbção-rrdiução- 
quebra ou formaçin de ligações carbononcarbono, 
reammjo de ligações ao redor de átomos de carbo- 
no, Transferência de grupos e condensações 

A maior pane da matéria orgânica nas células 
vivas consiste em macromolécuUs: ácidos midéi- 
cds, proteínas e púlissacarídeos. Moléculas de Upi- 
dio, oulro componente impoflanle das células* são 
moléculas pequenas que formam grandes agrega 
dos. Cada tipo de mjcrnmnEectila è composto de 
subun idades monomértea* pequenas unidas cova- 
lentemente e de relativa mente poucos tipos. As pro- 
teínas sãu polímeros de 20 tipos diferentes de ami- 
noácidos, os ácidos mic leitos são polímeros de uni- 
dades de nudeutídeus diferentes entre si [quatro no 
DNA e quatro rw HNA) e os polissacarídeos sàü 
polímeros de unidades recorrentes de açúcares. Os 
ácidos nucléicus e as proteínas são macromoléculas 
informadonais; as seqüémrias características de suas 
subitn idades ctmitituem a individualidade genética 
de uma espécie, Qs poíissacarídeofi simples funcio- 
nam como componentes estru lurais, mas alguns pü- 
lissaoirídeofi complexos também são tmcromolé- 
culas informacionab- sua sequência especifica e es- 
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tereoquímica permite que sejam reconhecidos por 
outras moléculas com alta especificidade. 

Há uma hierarquia estrutural na organização mo- 
lecular da & células. As células contém orgaiftdás tãis 
como o núcleo, as mitoc And rias c os don>pla&las, 
os quais, por sua vez, comém complexos supramo- 
leculares como as membrana» c O» ribossomos, c 
estes consistem, por sua vez, âc um grande número 
dc macromolêcuUs que são mantida» unidas pen 
forçis não-covalenies reUiLvamcnic fracas, porém 
numerosas. A» macromoteculas consistem de subu- 
nídades uní d» covalentemente, A formação de ma 
crcHTKT+éculaí a partir de subumdadcs simples cria 
ordem ou organização (diminui a entropia]: eua 
sintese requer energia e, portanto, precisa ser aco- 
plada a mações exergómcjs. 

As bionvléújljs pequena», como o» ammoãci 
dos e os açúcares apareceram, provável mente, es 
pontaneamenie a partir de gases atmosféricos e da 


água sob a influência de energia elétrica (relâmpa- 
gos), durante a primitiva história da Terra. Esse pro- 
cesso chamado dc evoluçlo química pode ser si- 
mulado no laboratório. As subunidade» rnonomé- 
ricas das macromolécd a s celu lares parecem ler sido 
selecionadas durante a evolução biológica. Essas 
moléculas que funcionam como subun idades são 
em número relat ivamente pequeno, mas elas são 
muito versáteis; a evolução combinou pequenas 
biomolécuia* para produzir matromolêculas capa- 
zes de diferentes íunçòçs biológicas. As primeiras 
macromolécu Las podem ter sido moléculas de RNA. 
que eram capazes dc caliEsar a sua própria reptici- 
ção. Posteriormente, na evolução, o DNA assumiu 
a função de armazenar a informação genética, a» 
proteínas tomaram-»? os catalisadores celulares e 
o RNA o mediador entre o DNA e a proteína, per- 
mitindo a expressão da informação genéf íca como 
proteínas. 
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1 . Vitamina C a vitamina *im4tki é ti» bom quanto a na- 
fuizF Os naturalista* alegun vignfacamcnte que a* vita- 
minas obtidas de fmtles naturais mau raudavçis do 
que aquelas obtidas por «mies* quhnic*. Por exemplo, ate- 
ga-se que o árido E.-ssíàrbia* (vitamina C> obtido de al- 
gumas frirtas i melhor para vnoé do que o ácido L-MCdrbt- 
co puro sintetizado em lahoratóricrt químico*. As vitami- 
nas das duas fontes são rcalmentc diferente*? O organismo 
pode distinguir a fonte ou a origem de uma vitamina? 

2. Identificação de grupo* funcionai*. As Figuras 3-5 e 3- 
t mostram os grupos funcionais comuns das bio molé- 
culas, Como as propriedades e as atividades biológicas 
das biomoléctilas são larga mente determinadas por seus 
grupos funcionais, é importante ser capaz de reconhecè- 
los. Identifique e denomine cada uen dos grupos funcio- 
nais presentes nas moléculas apresentadas abaixo. 


3. Estenoqutmkj t atividade famucrôôgki de uma dro- 
gai As diferenças quantitativa* na atividade biológica exi- 
bida por dou enantiâmero* tão. á* vezes, muno gran- 
des. Por exemplo, o uómero ü da droga uoproterenoi 
(usada no tratamento da a*ma Eeve ou moderada) é de 
50 a 60 vezes maia efetiva como bmncodihtador do que 
o isãmero L. identifique o centro quiral do isoprotere- 
nol. Por que os dois enantift meros Eém bimtmdade tão 
radicalmente diferente? 
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Acido fosfoenfllpiróvico. 
um intermediário no 
metabolismo da glicose 
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Acido pantoténifo, 
uma vitamina 

íe) Problema 2 



4, Farm* da* nudécidiu e *çio Urmaeniogica de droga* 
Alguns anos airii d uai companhia* farmacêuticas comer- 
cializaram um remédio wh o* nome* de Dexcdrina c 
Benzedrirw A csirutuu da droga e mostrada abaixo. 



M 

Hj~C— CH, 
Wfc 


Aí propriedades finca* t química* i efememos cansa 
tuiiva* camo C, H. N. pooto de fusi o. solubilidade etc.) 
de ambas eram idêntica», A dosagem por vk oral reco* 
mendada da Pçxcdiina (a qual ainda esla à veada! era 
5 mg por dia. mas a dosagem recomendada da Eemedrs 
na era signiticaiivaniente mais alta. Aparentemente, para 
um mesmo eíedo, era necessária uma dose muito menor 
de Oexcdrina. Explique essa contracto 
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5. Componentes de biomoictulas complexas. A Figura 
3-24 mostra o* principais componente* da* biomolécu- 
Jii complexa*, identifique os coruliluinle* de cada uma 
d» Irê» hnKnoleculas importantes nv^mJjr abaixo em 
suas formos tónicas predominantes on valores de pH fi- 


{ b !' Ifosfat idilcoli.ru, um componente de muitas mem- 
branas- cd ulnrev 


«JH, 


li) Tnríosfalo de guanonrt* fGTP), um nurieotideo 
rico em energia que serve coeno precursor do RXA: 
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NH, H H O 
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b, Eíeiermi nação da estrutura de unut biomolêcuLa. Uma 

rabtlfcneli desconhecida X foi iniljdu do músculo dc 
Coelho. A estrutura de X foi deter minada a partir das ex- 
periências e observações descritas a seguir. A análise qua- 
litativa mostrou que X era composto inta iramente de 
carbono, hidrogénio e oxigénio. Umu amostra de X de 
massa conhecida foi com.pl cl a mune oxida da e medidas 
u quanl idades de água e dióxido dc carbono produzi- 
das. A partir dessa análise quantitativa, concluiu -se que 
X continha 40,00% de C 6,71% de H c 55 de O, por 
pese. O pnwi- molecular de X foi determinado por meio 
de um especirónietro de massa, multando em 90.00 Lm 
espectro mlravermelho de X mostrou que de continha 
uma dupia bgaçào A substância X era comKforawrlrnen- 
ír solúvel em agua e dava uma solução ácida. Uma solu- 
ção de X foi testada em um pokrimctro e demonstrou 
possuir atividade óptica 

faj Determine as formulas empine j r molecular de X_ 

tb> Desenhe as puss iveii estruturai de X que satisfa- 
çam a formula molecular e comenham uma dupia liga- 
ção Conudere afvnm estíuiura* lineares ou r j rmficadas 
e fUo L/muntcrc estruturas dclica^ Mo« que o oicgéofo 
forma çurtsigo mesmo Eigaçúes mudo fracoj. 

(c) Qual t o sig ni ficado estrutural da atividade óptica 
observa d u í Que estruturas nu item (b) tilo eliminadas por 
esaa observação? Que estruturas ilo compatíveis com ela? 

(d) Qual í o significado estrutural da observação de 
que a soluçflo de X era ácida? Que «truturaa em (b) po- 
dem ser eliminada* agora? Que estruturas tio compatí- 
veis com essa observação? 

(cl Qual t a estrutura de X? Existe mais de uma estru- 
tura compatível com todos os dados experimenta isí 


7. SepiimçAa de biomoléculos, No laboratório de bioquí- 
mica prinieíramenle c necessário separar a molécula de 
interesse de outras hiomoLéculas presentes em urna amos- 
tra — isto í, p uri Ficar proteínas, ácidos nuclékos, car- 
boidratos k i li lipídios. Técnicas de purificação senlo tra- 
tadas poster in rmente no texto do livro. Porém, MJmeníe 
peia observação das subun idades monomérkus das quais 
as biomolêculas grandes sáo formadas, você deve imagi- 
nar quais cjraclcrlilk&s dessas hiomoléculas permitem 
separá-las umu das outras. 

(a 1 Quais kiticinuiiu, do aminoackfo t do *odo gra- 
K£> permitmam wrparik» facilmente um da outro? 

íb) Como c* nudeotideos devem ser separados d» 
moléculas de gbcox? 

S. Vkla baseada em sfltcfo? biHcão e um demento quími- 
co do mesmo grupo da tabda periódica que o carbono e* 
como ele. é capaz de formar quatro ligaçóe* nmpies, 
Mmii, hisiórj4s de ficção cientifica foram doemos e fun- 
damentada* na premissa da vida «cr bwoda em siltcio: 
isso e real? Quais « características do silkio que o fazem 
menos adaptado para ser o elemento organizacional cen- 
tnd para a vida* Para responder esta quesito, uk a infor- 
mação deste capítulo sobre a versatilidade da ligação do 
carbono c referência sobre o livro-texto que trata do iní- 
cio da química inorgânica para as propriedades da ligação 
do silício. 
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CAPITULO 4 



A água è a substância mais abundante nos sistemas vivos, perfa- 
zendo 70% ou mais da massa da maioria dos organismos. Os 
primeiros organismos vivos provavelmente apareceram em um 
ambiente aquoso, e a evolução foi marcada pelas propriedades 
do meio aquoso onde a vida começou. 

Este capítulo começa com a descrição das propriedades físi- 
cas e químicas da água em relação às quais todos os aspectos da 
estrutura e função da célula estão adaptados. As forças de atra- 
ção entre as moléculas da água e a pequena tendência da água 
em se ionizar são de importância cruciai para a estrutura e fun- 
ção das biomoléculas. Nós reveremos o tópico da ionização em 
termos de constantes de equilíbrio, pH e curvas de titulação e 
consideraremos como as soluções aquosas de ácidos ou bases 
fracas e seus sais funcionam como tampões contra as variações 
de pH nos sistemas biológicos. A molécula de água e seus pro- 
dutos de ionização, e OH", influenciam profundamente a 
estrutura, a automontagem e as propriedades de todos os com- 
ponentes celulares, incluindo proteínas, ácidos nucléicos e lipí- 
dios. As interações não -co valentes, responsáveis pela força e es- 
pecificidade do reconhecimento entre as biomoléculas, são in- 
fluenciadas decEsívamente pelas propriedades solventes da água. 

Interações Fracas em Sistemas Aquosos 

Às pontes de hidrogênio entre as moléculas de água fornecem as 
forças coesivas, as quais tornam a água um líquido à temperatu- 
ra ambiente e favorecem um rígido ordenamento das moléculas 
que é típico da água cristalizada (gelo). As biomoléculas polares 
dissolvem -se facilmente na água porque podem substituir as 
interações água- água por interações água-soluto, mais favorá- 
veis energeticamenle. Diferentemente, as biomoléculas não-po- 
lares interferem com as interações água-água, mas são incapazes 
de formar interações água-soluto — consequentemente molé- 
culas não-polares são pouco solúveis em agua, Hm solução aquo- 
sa, moléculas não-polares tendem a se agregar. 

As pontes de hidrogênio, as interações iônicas, as interações 
hidrofóbicas (do grego, “que teme a água 11 ) e as interações de van 
der Waals são individualmente fracas, mas coletivamente têm uma 
influência muito significativa na estrutura tridimensional de pro- 
teínas, ácidos nucléicos, polissacarídeos e lipídios de membranas. 

As pontes de hidrogênio conferem 
â água suas propriedades incomuns 

A água tem ponto de fusão, ponto de ebulição e calor de vapori- 
zação maiores que os da maioria de outros solventes comuns 
(Tabela 4-1). Essas propriedades incomuns da água são uma 
conseqüència das atrações entre moléculas de água adjacentes 
que dão à água líquida uma grande coesão interna. A observa- 
ção da estrutura eletrônica da água revela a causa dessas atra- 
ções intermoleculares. 



Vista do espaço interplanetário; a Terra mostra que a maior parte de sua 
superfície é coberta de água. Os mares, onde provavelmente a vida surgiu, 
são atualmente o habitat de incontáveis organismos. 


Tabela 4-1 - Temperaturas de fusão, ebulição e calor de vaporiza- 
ção de algu ns solventes comgns 


Ponto de 
fusão 

(°Q 

Ponto de 
ebulição 
í e C) 

Calor de 
vaporização 

í^g}‘ 

Agua 

0 

100 

2.260 

MetanoJ (CH,OH) 

-9B 

65 

1.100 

Etanol (CHjCHiOH) 

-117 

73 

654 

Prapanci (CHjCHjCHjOH) 

-127 

97 

687 

Butand (CHjfCHdiCHjQH) 

-90 

117 

590 

Acetona {CHyCOCH 3 } 

-95 

56 

523 

Hexano (CEMCH^CHd 

-98 

69 

423 

Senzeno (QH e ) 

6 

30 

394 

Butano (CEMCHjhCHj) 

-135 

-0.5 

381 

Clorofórmio (CHCfi) 

-63 

61 

247 


1 Energia calorífica necessária para converter em vapor l,0g do liquido, estan- 
do ambos na sua temperatura de ebulição e sob pressão atmosférica normal. O 
calor de vaporização é uma medida direta da energia necessária para romper as 
forças de atração entre as moléculas na fase liquida. 

Cada átomo de hidrogénio da molécula de água comparti- 
lha um par de elétrons com o átomo de oxigénio. A geometria 
da molécula de água é determinada pelas formas dos orbitais 
eletrônicos externos do átomo de oxigênio, que são similares 
aos orbitais de ligação do átomo de carbono (veja Fig. 3 -4a). 
Esses orbitais descrevem grosseiramente um tetraedro, com um 
átomo de hidrogênio em dois dos ângulos e elétrons desempa- 
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Figura 4-1 - Estrutura da molécula da água A natureza dipolar da 
molécula de água é mostrada pelos modelos (a) bola-e-bastão e 
(b) espaço-cheio. As linhas pontilhadas em {a) representam os orbitais 
que n3o formam ligações. Existe um arranjo quase tetraédrico dos elé- 
trons da camada mais externa ao redor do átomo de oxigênio; os dois 
átomos de hidrogénio apresentam cargas elétricas pardais positivas 
localizadas (ff*), e o átomo de oxigênio, uma carga parcial negativa 
(2S~). (c) Duas moléculas de H 2 0 unidas por uma ponte de hidrogênio 
(designada por três linhas azuis) entre o átomo de oxigênio da molé- 
cula que está acima e o átomo de hidrogénio da molécula que está 
abaixo. As pontes de hidrogénio são mais longas e mais fracas que as 
ligações covalentes G — H 


las individuais. Embora, em qualquer instante* a maioria das molé- 
culas da água líquida esteja ligada por pontes de hidrogénio, o 
tempo de vida de cada ponte de hidrogénio é menor que 1x10" 
V O termo “aglomerados oscilantes” é apropriado para desig- 
nar grupos de vida curta de moléculas ligadas entre si por pon- 
tes de hidrogénio na água líquida, A soma de todas as pontes de 
hidrogênio acarreta uma grande coesão interna à água liquida. 

O arranjo quase tetraédrico dos orbitais ao redor do átomo 
de oxigênio (Fig. 4- la) permite a cada molécula de água formar 
pontes de hidrogênio com até quatro outras moléculas de água 
vizinhas. Entretanto* na água líquida, à temperatura e à pressão 
atmosférica ambientes, as moléculas de água estio desorganiza- 
das e em continuo movimento, de modo que cada molécula for- 
ma pontes de hidrogênio com cerca de outras 3,4 moléculas, No 
gelo* por outro lado, cada molécula de água está fixa em um de- 
terminado espaço e forma pontes de hidrogênio com outras qua- 
tro moléculas de água originando uma rede regular (Fig. 4-2), O 
rompimento de certo número de pontes de hidrogênio suficien- 
te para desestabílizar a rede cristalina requer uma grande quan- 
tidade de energia térmica, o que contribui para o ponto de fusão 
relativamente alto da água (Tabela 4-1 ). Quando o gelo se funde 
ou a água se evapora, o calor é absorvido pelo sistemar 

HjO(s) * HjOft) AH = +5,9k|/mo] 

H jO(l) ► H;0 íg) AH = +44 ,ükl/mt>] 

Durante a fusão ou a evaporação, a entropia do sistema 
aquoso aumenta à medida que os arranjos altamente ordena- 
dos de moléculas de água se relaxam em arranjos menos orde- 
nados de pontes de hidrogênio na água liquida, ou na total de- 
sorganização do estada gasoso. À temperatura ambiente, tanto 
a fusão do gelo como a evaporação da água ocorrem esponta- 
neamente; a tendência de as moléculas de água se associarem 
por meio de pontes de hidrogênio é compensada pelo impulso 


relhados nos outros dois ângulos (Fig, 4- 1), Q ângulo da ligação 
H— O — H é 104,5'^, um pouco menor que os Iü9*5 13 de um te- 
traedro perfeito, devido à compressão causada pelos orbitais nâo- 
ligantes do átomo de oxigênio. 

O núcleo do oxigênio atrai elétrons de maneira mais forte 
que o núcleo do hidrogênio (próton); o oxigênio é mais eletro- 
negativo (veja Tabela 3-2). Portanto, o compartilhamento dos 
elétrons entre H e Q é desigual; os elétrons permanecem, com 
mais Freqüênda* nas vizinhanças do átomo de oxigénio dn que 
nas do átomo de hidrogênio, O resultado desse compartilhamen- 
to desigual dos elétrons são dois dí polos elétricos na molécula 
de água, um ao longo de cada uma das ligações H — O; o átomo 
de oxigênio possuí uma carga elétrica negativa parcial í26")> e 
cada hidrogénio, uma carga parcial positiva (5"). Corno resulta- 
dó, existe uma atração eletrostática entre o átomo de oxigênio 
de uma molécula de água e o átomo de hidrogênio de uma outra 
molécula (Fig, 4- lc)> denominada ponte de hidrogênio. Ao lon- 
go deste livro, representaremos as pontes de hidrogénio com três 
linhas aiuis paralelas como na Figura 4-lc. 

As pontes de hidrogênio são mais fracas que as ligações co- 
valentes. As pontes de hidrogénio na água líquida têm uma ener- 
gia de dissociação de ligação (energia necessária para romper a 
ligação) da ordem de 20kJ/mol, comparada com 34£kJ/mo] para 
a ligação cova lente C — C A temperatura ambiente, a energia 
térmica de uma solução aquosa (energia cinética resultante do 
movimento dos átomos e moléculas individuais) é da mesma 
ordem de grandeza que a da requerida para quebrar as pontes de 
hidrogénio, Quando a água é aquecida* o aumento da sua tem- 
peratura acarreta um movimento mais rápido das suas molécu- 



Fifliira 4-2 - Ponte de hidrogénio no gelú. Cada molécula de água 
forma um máximo de quatro pontes de hidrogênio, coando uma nede 
cristalina regular. Na água liquida, á temperatura e á pnessáo atmosférica 
ambientes, contrastantemente, cada molécula de água forma em média 
3,4 pontes de hidrogênio com outras moléculas de água. A nede cmtati- 
na do gelo ocupa mais espaço que o mesmo número de moléculas de 
HjO ocupa na água liquida, assim, o gelo é menos denso que a água 
liquida e, portanto, nela flutua. 
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energético tm direção à desordem. Lembre-se de que a variação 
de energia livre (AG) deve ter um valor negativo para um pro- 
cesso ocorrer espontaneamente: AG = A H - T AS, onde AG re- 
presenta a força propulsora; A H a mudança da entalpia para 
fazer e romper ligações; e AS o aumento da desordem. Uma vez 
que AH é positivo para a fusão e a evaporação, fica evidente que 
é o aumento na entropia (AS) que torna AG negativo e propicia 
essas transformações. 

A água forma pontos de hidrogênio 
com os solutos polares 

As pontes de hidrogénio não são restritas à água. Elas se for- 
mam facilmente entre um átomo eletr o negativo (o aceptor de 
hidrogénio, usualmente oxigênio ou nitrogênio, com um par de 
elétrons livre) e um átomo de hidrogénio ligado covalentemente 
a outro átomo eletronegativo {doador de elétrons), na mesma 
ou em outra molécuía (Fig. 4-3). Os átomos de hidrogénio liga- 
dos covalentemente a átomos de carbono (que nao são eletro- 
negativos) não participam das pontes de hidrogênio. Essa dife- 
rença explica por que o butanoi (CH^H^CHíCHjQH) tem um 
ponto de ebulição rdativamente alto, de I17 L 'C. enquanto o 
butano (CH^CHjCHjCHs) tem um ponto de ebulição de ape- 
nas -0,5*0. O butanoi tem um grupo hidroxila polar e, assim, 
pode Formar pontes de hidrogénio inter molecular. 


Aceptor de 
hidrogênio 
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V 
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N Q Q Q N 
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hidrogênio 
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Figura 4-3 - Tipos comuns de pontes do hidrogênio 0 aceptor de 
hidrogênio geralmente é o oxigênio ou o nitrogénio. 


As biomoléculas polares porém não-carregadas, como os 
açúcares, dissolvem-se facilmente na água devido ao efeito esta- 
bilizador das pontes de hidrogénio que se formam entre os gru- 
pos hidroxila ou o oxigénio do grupo carbnnila do açúcar e as 
moléculas polares da água. Os álcoois, aldeídos, cetonas e com- 
postos que apresentam ligações N — H formam pontes de hi- 
drogénio com moléculas de água (Fig. 4-4) e tendem a ser solú- 
veis na água. 


As pontes de hidrogênio são mais fortes quando as molécu- 
las por elas unidas estão orientadas de forma a maximizar a in- 
teração eletrostática, o que ocorre quando o átomo de hidrogé- 
nio e os dois átomos que o compartilham estão localizados em 
uma mesma linha reta, isto é, quando o átomo aceptor está ali- 
nhado com a ligação covalente entre o átomo doador e oH (Fig. 
4-5), Assim, as pontes de hidrogênio são altamente direcionais e 
capazes de manter duas moléculas ou grupos unidos por pontes 
de hidrogênio em um arranjo geométrico específico. Como ve- 
remos mais adiante, essa propriedade das pontes de hidrogênio 
acarreta estruturas tridimensionais muito precisas ás moléculas 
de proteínas e ácidos nudéicos, que apresentam um grande nú- 
mero de pontes de hidrogênio intramoleculares. 


R 

I 

R 

1 

0 i 

1 

h o + 

Ponte de | Puntc de 

H 

hidrogênio ^hJ hidrogênio 


.forte ^ y fraca 

7 P 

7 P 


Figura 4-5 - Orientação das pontes de hidrogênio A atração entre 
as cargas elétricas parciais (veja Fig. 4-1) á maior quando os três átomos 
envolvidos (neste caso O, H e O) estão alinhados, Quando as metades 
ligadas pela ponte de hidrogênio estão estruturalmente restritas (como. 
por exemplo, quando elas são partes de uma simples molécula de proteí- 
na). essa geometria ideal pode não ocorrer e a ponte de hidrogênio resul- 
tante É mais fraca. 


A água interage eletrostatkamente 
com os solutos que exibem carga elétrica 

A água é um solvente polar, Ela dissolve facilmente a maioria 
das biomoléculas, que geral mente sào compostos carregados ele- 
tricamente ou polares (Tabela 4-2); compostos que se dissolvem 
facilmente na água sâo hidrofilicos. (do grego il que gosta da 
água”). Em contraste, solventes não-polares tais como o cloro- 
fórmio e o benzeno são muito pobres para as biomoléculas po- 
lares, mas dissolvem facilmente aquelas que são hidrofóbicas — 
moléculas não-polares como os lipídios e as ceras. 

À água dissolve sais como o KaCl hidratando e estabilizan- 
do os íons NV e Cl“, enfraquecendo as interações eletrostáticas 
entre eles e assim contrapondo -se á tendência de se associarem 
em uma rede cristalina (Fig, 4-6). Os mesmos fatores são apli- 
cáveis ás biomoléculas carregadas eletricamente, compostos 


Figura 4-4- Algumas pontes de 
hidrogênio de importância bio- 
lógica. 
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Tá bala 4*2 - Alguns exemplos de blomoléculas polares, náo-polares e anfipárticas (mostradas como formas iônicas 
am pH 7? 


Polar 

Glicose 


Gkina 

Aspartato 


Lacta To 


Glrarol 


Cera típica 


Antipática 

Fenilalanins 


fdafatkttcoiria 



| 1 Grupos polares 

I I Grupos nàc-polares 


*NHr— t ü COÓ" 


íjTHi 

“ÜOC — CHj — CH — COO" 


^r-OI-COO* 


r 

HOCH i— CH— CHíOH 


CHjíCHjb— CH=CH— ÍCHiJ a — CH 4 — C 


CH,( CHj h— CH— GH— (CHj) 7 


1 , 


’NHj 


O CHz— CH- 


CHrtCHiVCH 
ÇtMOhh&Hi— t: 


-CH 

I 

-CH 

I 

CH; 


4 


*N{CH>)i 


O—CHí — CH X 


V 

Na 1 

Q“ 

0 



lon Nj’ 
hidraladc 


lon Cl" 
Md filado 


Figura ♦*€ - A Agua dtssolve muitos sais cristalinos por meio dâ hkdrataçào dos bns que os constituem A rede cristalina do NaO ê 
rompida á medida que as moléculas de HiQ se agregem ao redor dos tons CJ" e Ma" As cargas Mote» sâo neutralizadas partiafmen- 
te r e a atração eletrostática necessária para a formação da rede é enfraquecida 


com grupos funciona ia tais como ácidos carboxílicos ioniza- 
dos ( — COÜ ), aminas pruianadag f — NHj )* ésteres ou anidri- 
dos fosfóricos. Á água dissolve facilmente esses compostos subs- 
tituindo as pomes de hidrogênio soluto-soluto por pontes de 
hidrogénio soluto-água, atenuando as interações eletrostáticas 
entre as moléculas do soluto, 

A água é especial mente efetiva em atenuar a$ interações de- 
trostálicas entre os *ons dissolvidos, devido a sua alta consianle 
dklétrka. uma propriedade física que reflete o numero de di po- 
los em um solvente. A intensidade ou força iF) das interações 
tónicas em uma solução depende da magnitude das cargas (Qh 
da distância entre ó* grupos carregadas ír) e da constante didé- 
trica (cl do solvente em que ocorre a interação: 
f=&9i- 

er 

Para a água a ÍSX» £ (que não tem dimensões) é 7S*5* e para 0 
solvente orgânico apoiar benzeno. c é 4,6. Assim, as interações 
sónicas sâo muito mais fones em ambientes de baixa polarida- 
de, A dependência de fator r é tal que as atrações ou as repul- 
sões tónicas operam somente a curtas distâncias — no inicrvaJo 
de 10 a 40nm I dependendo da concentração total dc clelróli- 
lus), quando o solvenie i a água. 

A entropia aumenta quando 
substâncias cristalinas são dissolvidas 

k medida que um sal como o NaG se dissolve, os íons Na ' e G , 
ao deixarem a rede cristalina, adquirem maior grau de liberdade 
de movimento (Hg, 4-6). O consequente aumento na entropia 
(desordem) do sistema é o grande responsável pela fácil ida de de 
dissolução de sais, como o NaCl na água. Em termos termodi- 
nâmicos, a formação da solução ocorre com uma mudança fa- 
vorável na energia livre: AG - AH - T AS, onde AH tem um 
valor positivo pequeno, e T AS, um valor positivo grande; as- 
sim, AG é negativo. 

Os gases ná o- polares são pouco solúveis em água 

As moléculas dos gases CO^ 0 ; t biologicamente importan- 
tes, são não-polares. No Q, e no N*. os elétrons sào compartilha- 
dos igualmenlc pekw dois áiomos. Nb GQj, cada hgaçào C=Oé 
polar, mas os dois dipolos estão direcionados de forma oposta e 
se cançdam muttummte (Tabela 4-3). A passagem dessas molé’ 
cuias da fave gasosa desordenada para a solução aquosa restringe 
seus movimentos e o movimento das moléculas da água; portan- 


Tabela 4-3 - Solubilidade de alguns gases em água 


Gás 

Estrutura* 

Polaridade 

SolubfHdada *m 
águ* ÍÇríU 

Nilrogénjo 

MI 

Não-polar 

0.011(40*0 

Oxigênio 

O—O 

Não-polar 

0,035 iS&O 

Dióxido 
de carbono 

| 5 

Q==C=Q 

Nõo- polar 

0,97(45*0 

Amónia 

Nh, 

Polar 

90D(10°C) 

Sulfeto de 
hidrogênio 

VL 

Polar 

1 .aso (4 ü (, o 


*As setas representam dipolos elétricos; existe uma carga parcial negativa (f) 
na ponta da seta e uma carga positiva pardal (&*, não exibida aqui) na extremi- 
dade oposta 

" Note que as moléculas polares se draolvem muito melhor, rwvnii a baixas 
tem per aturas, que as moléculas não-polares, a temperaturas rekativaménte 
mac etevadas 


to. representa uma diminuição nã entropia, A naturem não-polar 
desses gases e a diminuição na entropia quando eles passam para 
a solução è uma combinação que os toma pouco solúveis em água 
(Tabela 4-3). Alguns organismos apresentam proteínas carrega- 
doras solúveis na água (hemoglobina e mioglobina, por exem- 
plo) que facilitam o transporte do O». Em solução aquosa, u dió- 
xido de carbono forma o ácido carbónico « H>COi) e é transpor- 
tado como HCOi na forma livre — bicarbonato é muito solúvel 
em água í - IQGgfL. a 25®Q — <m ligado a hemoglobina. 

I>ois outros gases, NUt e HjS, também tém funções bioló- 
gicas em alguns organismos, Esses gases são polares c se dissol- 
vem facilmente na água. 

Compostos não-polares forçam mudanças 
energetí ta mente desfavoráveis na estrutura da água 

Quando a água é misturada com benzmo ou hexarw, formam-se 
duas fases: nenhum liquido é solúvd no outro. Compostas não- 
polares como benzeno c bruno sào hidrofòbkos — eles são in- 
capazes de interagir de fornia energeticamenle favorável com as 
moléculas da água e interferem com as pontes de hidrogênio en- 
tre as moléculas de água. Unias as moléculas ou ions dissolvidos 
na água interferem com as pontes de hidrogénio de algumas mo- 
léculas de água que estão na sua vizinhança imediata, mas solu- 
tos polares ou carregados (como NaCl] compensam a perda de 
pontes de hidrogênio água -água, formando novas interações 
água-soluto, A variação da éiUalpiu (AH) para dissolver esses so- 
lutos ê geralmente pequena, Solutos hidrofóbicos. entretanto, não 
oferecem essa compensação c a sua adição à água pode. portanto, 
resultar em um pequeno ganho de untai pia; a quebra de pontes 
de hidrogênio entre as moléculas de água retira energia do siste- 
ma, Além disso, a dissolução decompostos hidrofòbkos na água 
resulta em uma diminuição mensurável na entropia. As molécu- 
las de água nas vizinhanças imediatas dé um soluto não -polar 
apresentam uma restrição em relação às suas possíveis orienta- 
ções» à medida que formam um arcabouço semelhante a uma 
gaiola, altamente organizado, ao redor de cada molécula de solu- 
to, Essas moléculas de água não são alta mente organizadas como 
aquelas nos compostos cristalinos dc um soluto não-polar e água 
cia trato i . mas o efeito é o mesmo cm ambos os casos: a organi- 
zação das moléculas da água diminui a entropia. O número de 
moléculas de água organizadas, por conseguinte a diminuição 
da entropia, é proporcional à área da superfície do soluto hidro- 
fòbko preso dentro da gaiola dc mulécuks de água. Assim, a va- 
riação da energia livre para dissolver u m soluto não-polar na agua 
é desfavorável: AG - AH - T AS, onde AH irm um valor positivo. 
AS, um valor negativo, e AG e positivo. 

Compostos anfipatkos 5êm regiões polares (ou carregadas i e 
regiões não-polares í Tabela 4-2). Quando um composto antipáti- 
co é misturado com água, 3 região hidmfilica polar interage favo- 
ravelmente com o solvente, que tende a se dissolver, mas a região 
hidroíóbica não-polar tende a evitar o contato com a água (Fig. 
4-7a). As regiões não-polares dás moléculas se agregam, apresen- 
tando, assim, a menor area hidmfóhica ao solvente, e as regiões 
polares são arranjadas para maximizar a sua interação com o sol- 
vente (Fig, 4- 7b), Essas estruturas estáveis de compostos antipáti- 
cos na água. chamadas mi celas, podem conter centenas ou milha- 
res de moléculas. As forças que mantêm juntas as regiões não-po- 
lares das moléculas são chamadas interações hidrofóbicas. A força 
dessas interações não é devida a nenhunta atração intrínseca entre 
as moléculas não- polares. Ao contrário, ela resulta do fato de o 
sistema atingir a maior estabilidade termodinâmica,, minimizan- 
do □ número de moléculas de água ordenadas, requeridas para 
envolver as regiões hidrofóbica* das moléculas do soluto. 
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Dispersão de lipldius 
em água 

Cada mnlícula de 
lipídio força a» 
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aharoeme organizadas. 
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a concha organizada 
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posterior mente a 
entropia aumenta, 


Figura 4-7 - Composto* antipáticos tm solução aquosa (a) Os Ácidos 
graxps de cadeia tonga têm cadeias alquilicas. muito hidrofúbicas, cada 
ian* delas è envohadi por uma camada de moterutis de H^O 4 lamente 
ordenadas <h) Agregando^» em mulas, « moléculas de atidos graxos 
RpfitT 3 menv área superfcial h*drofobca posenei á AÇua. e poucas 
mciéajas de ágm são requendas na eamadá ordenada de H*0 A energia 
W+* í*^ Mjeraçto das moléculas de HjO imcbáizada estabAza a frutela. 


Muitas biomoléculds são anílpáiicâs: proteínas. pigmentos» 
algumas vitaminas, csteróides e fosíolipídios de membranas tém 
regiões superficiais polares e não-polares, As estruturas que com- 
põem essas moléculas são estabilizadas por interações hidrofó- 
bkas ao longo das regiões ná^pubro. As interações hidrofóbi- 
cas entre lipídios e etilre lipídios c proteínas sâo os determinan- 
tes mais importantes da estrutura das membranas biológicas. 
As interações hidtoíóbicas entre aminoácjdos nâo- polares tam- 
bém estabilizam o enovelamento tridimensional das proteínas. 
As pontes de hidrogénio entre as moléculas de água t os solutos 
polares também provocam alguma organização das moléculas da 
água. mas o efeito é signíficativamenie menor que aquele obser- 
vado com solutos nio- polares, Parte da força de ligação de um 
substrato polar I reagente I à superfície complementar polar de uma 
etutiTU provêm do aumento da entropia* à medida que a enzima 
desloca a água organizada ao redor do substrato (Fíg, 4-SJ, 



ennma e a do substrato forçam as moléculas de água drtunvtzmhas a w 
organizarem na forma de uma concha A ligação do substrato com a 
enzima l*era algum» dessas moléculas organizadas e o aumento da 
entmptí resultante propicia, um imputo termodinâmico na direção da 
formação do complexo enzma-substrato 



As interações de van der Waals 
são atrações jnteratômicas fracas 

Quando dois átomos não-car regados se aproximam, a$ nuvens 
eletrónicas que os rodeiam passam a influenciar umas às outras. 
Variações casuais nas posições dos elétrons ao redor de um dos 
núcleos podem criar um dipolo elétrico transiente, que induz 
no átomo próximo um outro dipolo elétrico oposto» também 
transiente, Os dois dípolos se atraem fracamente, aproximando 
os dois núcleos. Essas atrações fracas sâo chamadas interações 
de van der Waals. À medida que os dois núcleos se aproximam, 
as suas nuvens eletrônicas começam a se repelir, Na distância 
em que a atraçao de van der Waals contrabalança exatamente 
essa força repulsiva» os núcleos sâo considerados estar em con- 
tato de van der Waals. Cada átomo tem um raio de van der Waals 
característico: uma medida de quão perto esse átomo permitirá 
que um outro se aproxime (veja Tabela 3-1). Nos modelos mo- 
leculares de “espaço-cheio” mostrados neste livro (por exemplo, 
Fig» 3- 7c), os átomos são representados em tamanhos propor- 
cionais aos seus raios de van der Waals, 

As interações fracas são cruciais para a 
estrutura e a função das macromoléculas 

As interações não -covalentes que descrevemos (pontes de hi- 
drogênio» interações iônicas» hidrofóbicas e de van der Waals) 
são muito mais fracas que as ligações covalentes (Tabela 4-4). 
Cerca de 350kJ de energia são necessários para o rompimento 
de um mol (6 x 10 2 *) de ligações C — C, e cerca de 4 1 DkJ para 
quebrar um mol de ligações C — H, mas menos de 4kJ são sufi- 
cientes para romper um mol de interações de van der Waals tí- 
pícas. As interações hidrofóbicas são igualmente mais fracas que 
as ligações covalentes, embora sejam substancial mente fortale- 
cidas por um solvente altamente polar (por exemplo, uma solu- 
ção salina concentrada). As interações iônicas e as pontes de 
hidrogênio apresentam Forças de ligação variáveis, dependendo 
da polaridade do solvente, mas são sempre significativa mente 
mais fracas que as ligações covalentes. Em uma solução aquosa 
a 25 Ü C, a energia térmica disponível pode ser da mesma ordem 


Tabela 4-4 - Quatro tipos de interações não-covalentes ("fracas") 
e ntre blomoléculas dissolvidas em solvente aquoso 

Pontes de hidrogênio \ 

Entre gru pos neu tros J2=0 < ■ ■ H — G— 


Èntne ligações peptídicas 

Interações iòniqas 
Atração 

Repulsio 


^C=ÜiMH — 

O 

II 

— + nh 3 — o— c— 

— NH 3 + *HjN + — 


Interações hidrofóbkcas 



Interações õe van der Waals Quafsqger dois átomos 

muito próximos entre si 


de magnitude, à medida que a força dessas interações fracas e a 
interação entre as moléculas do soluto e do solvente (água) são 
quase tão favoráveis quanto as interações soluto-soluto. Con- 
sequentemente» pontes de hidrogênio e interações iônicas, hi- 
drofóbicas e de van der Waals são continuamente formadas e 
rompidas. 

Embora esses quatro tipos de interações sejam individual- 
mente fracos, quando comparados com as ligações covalentes, o 
efeito cumulativo de muitas dessas interações com uma proteí- 
na ou um ácido nucléíco pode ser muito significativo. Por exem- 
plo» a ligação não-covalente de uma encima com seu substrato 
pode envolver várias pontes de hidrogênio e uma ou mais inte- 
rações iônicas, bem como interações hidrofóbicas e de van der 
Waals» A formação de cada uma dessas ligações fracas contribui 
para a diminuição real da energia livre do sistema. A estabilida- 
de de uma interação não-covalente, tal como a de uma molécula 
pequena ligada por ponte de hidrogênio a uma macromolécuh, 
pode ser calculada a partir da energia de Ligação. A estabilidade, 
medida pela constante de equilíbrio (veja adiante) da reação de 
ligação, varia exponencúrfmente com a energia de ligação. A dis- 
sociação de duas biomoléculas associadas não-covalentemente 
por meio de múltiplas interações fracas [como, por exemplo, 
uma enzima e seu substrato ligado) requer que todas essas inte- 
rações sejam rompidas ao mesmo tempo. Como essas intera- 
ções flutuam aleatoriamente, a ruptura simultânea é muito im- 
provável. Assim, a estabilidade molecular conferida por duas, 
cinco ou vinte interações fracas é, por conseguinte, muito maior 
que a esperada intuitivamente pela simples adição das pequenas 
energias de ligação. 

Macromoléculas tais como as proteínas» o DNA e o RNA 
apresentam tantos locais potencialmente favoráveis para a ocor- 
rência de pontes de hidrogênio ou interações iônicas, van der 
Waals e hidrofóbicas, que o efeito cumulativo dessas pequenas 
forças de ligação é enorme, No caso das macromoléculas, a es- 
trutura mais estável (nativa) é usualmente aquela na qual as 
possibilidades de formação de ligações fracas é máxima. Esse 
princípio determina, também, o enovelamento de uma simples 
cadeia polipeptídica ou polinudeotídica em sua estrutura tridi- 
mensional. A ligação de um antígeno a um anticorpo específico 
depende do efeito cumulativo de muitas interações fracas. Con- 
forme já salientado anteriormente, a energia liberada quando 
uma enzima se liga não-covalentemente ao seu substrato é a prin- 
cipal fonte do poder catalítico de uma enzima, A ligação de um 
hormônio ou de um neurotransmissor a seu receptor celular 
protéíco é o resultado de interações fracas. Uma consequência 
do grande tamanho das enzimas e dos receptores é que a sua 
extensa superfície proporciona muitas possibilidades de intera- 
ções fracas» Em nível molecular, a complementaridade entre b to- 
moléculas que interagem reflete a complementaridade e as inte- 
rações fracas entre grupos polares» carregados e hidrofóbicos na 
superfície das moléculas. 

Os solutos afetam as propriedades 
co liga ti va s das soluções aquosas 

Solutos de qualquer tipo, quando dissolvidos» afetam certas pro- 
priedades físicas do solvente água: sua pressão de vapor, ponto 
de ebulição, ponto de fusão (ponto de congelamento) e pressão 
osmótica, Hstas são as chamadas propriedades coligativas (“co- 
ligadas"), uma vez que o efeito do soluto sobre essas quatro pro- 
priedades tem a mesma base: a concentração da água é menor 
em soluções que em água pura. O efeito da concentração do so- 
luto nas propriedades coliga tivas da água não depende das pro- 
priedades químicas do soluto; ele depende apenas do número de 
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partículas do soluto i moléculas, íons) cm uma dada quantidade 
de água, Um coijtpnsto como o NaQ. que se dissocia em solu- 
ção, apresenta um efeito duas vezes maiof na pressão osmrt rica, 
por exemplo, que o mesmo número de moles de glicose, um so- 
luto que não se dissocia. 

Os solutos dissolvidos alteram as propriedades coligativas 
das soluções aquosas, diminuindo a concentração efetiva da 
fcui. Por exemplo, quando uma fração significativa dc molé- 
culas na superfície de uma solução aquosa não é a água, mas o 
soluto), a tendência de as moléculas de água passarem para a 
fase vapor — pressão de vapor — diminui < Fig. 4-9), Simil ar- 
mem e. a Lendéncia de as moléculas de água passarem da fase 
«quosa para a superfície de um cristal de gelo em formação é 
reduzida quando algumas das, moléculas que colidem com o 
cristal são solutos, e não água. Nesse caso. a solução se congela - 
tá mais lentamente que a igua pura c em uma temperatura mais 
baixa Para uma solução aquosa 1,00 mola! í 1,00 mo] de soluto 
por I OOOg de água) de um soluto ideal, não- volátil e que não se 
dtuocia, a uma pressão de ItilkPá (1 a Em )* □ ponto de congela- 
mento è 1 ,86 ll C menor e o ponto dc ebulição é 0,543*0 maior 
que os da água pura. Para uma solução 0, IDO molaJ, as mudan- 
ças são um dédmo maiores. 

i 

• =Sdulu Formando 

cristais de gelo 



(«1 



contribuir pua a tormaçio 
de crlstaii dc gelo. 


W 

Nau «luçao, a cBBCCTtnçio 
cfmvj di água í rcdiuádi; apenre 
tris de quatro nulteulu tu 
superfície c v corpo da io Iu çéo 
Oo Égua. A prçsaio dc vapor da 
águe c a tendência de * *g$» 
liquida formar o cristo) tão 
reduzidas pmpurdniuimenl*. 


Figura 4-9 - Solutos alteram as propriedades coligatkvas das solu- 

çfias (a) A uma pressão de lOlkPa (1 aferi), a água pura ferve a lOtFC e 
* Congela a 0°C .(b) A presença de moléculas de soluto reduz è probabi- 
Sdaúe de as moléculas da agua óeixarem a solução e passarem para a 
imt gasosa, redunndõ. assm, a pressão de vapor da solução e aumen- 
tando o ponto de ebuK&> Smbnten», a protoaÉMbdade de uma mtãé- 
oM de água colidir ■ assocar-se a um cnstai de gelo em formação é 
«duada tjuando algumas das moléculas que colidem com o cnstal são 
mdéculas de solutos, e não água O efeelo é a dmmuição do ponto de 
Congela mento 


As molécula.* de água tendem a se movimentar dc uma re- 
gião de maior concentração de água para uma de menor con- 
centração de água. Quando duas soluções aquosas diferentes são 
reparadas por uma membrana semipenueável (que permite a 
passagem das moléculas da água, mas não os do soluto), as mo- 
léculas de água que se diftmdcm da região de concentração dc 
mais alta para a de concentração de água mais baixa pro- 
duzem uma pressão osmòtka { Fig, 4. 10). Essa pressão, 11. medi- 
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Figura 4-10 - Osmose t medida da pressão osmotica (ai Estado 
<moãJ 0 tubo curtem una solução aquosa, o béquer contém ãQua pofa 
e d membrana sempermeãvel pemvie a bàssagem de água. m« não a 
de soluto A ãgua do béquer flui para o miertor do lubo. para igualar 3 
sua concentração, através da membrana (b) Estado final. A agua llutu 
para a solução do composto náCHpermearvte, diluindo* e aumentando a 
coluna de água dentro do tubo. No equilíbrio, a força da gravidade, ope- 
rando na solução do tubo, contrabalança exalamente a tendência de a 
água se mover para o interior do tubo, onde a sua concerni ração é me- 
nor (t) A pressão osmõiiça (ff) é medida como sendo a força que deve 
ser aplicada para retomar a solução no lubo ao tfvei da água no béouer 
Es&a força é proporcionai á altura h da cokina em (b; 


tia como sendo a força necessária para resistir ao movimento da 
agua ( Fig. 4- 10c), édada de uma maneira aproximada pela equa- 
ção de vanl Hofü 

H ^kKT 

onde R é a constante dos gases, e T, a temperatura absoluta. Q 
termo íc é a o&molaridnde da solução, o produto entre a concen- 
tração molar do soluto ceo fator i de van't HofE que é a medida 
do grau de dissociação do soluto em duas ou mais espécies iõni- 
cas. Em soluções diluídas de NaiCJ, o soluto se dissocia comple- 
tameme em Ma* e Q , dobrando o número de partículas de so- 
luto, e x = 2. Para solutos que não se dissociam, i é sempre igual 
a L Para soluções que contém vários (n) solutos. □ é o somato- 
rio tias contribuições dc cada espécie: 

n = fíTtnci + ítfi + - + r,cj 

Osmose, movimento da água através dc uma membrana se- 
mipcrmeável impelido por diferenças na pressão osmútica, é um 
importante fator na vida da maioria das células. As membranas 
pl asm áticas são mais permeáveis à água que a maioria de outras 
moléculas pequenas, íons e macromoléculas. Essa permeabili- 
dade é. em parte, devida a uma simples difusão da água através 
da h icamada Erpidka e a canais de proletnas (aquaporinas) exis- 
tentes na membrana, cuja seletividade permite a passagem de 
água. Soluções que apresentam a mesma osmolaridade são cha- 
madas de uotónkas. Rodeada por uma solução isotònica, a cé- 
lula irem ganha nem peide água (Fig. 4-11). Em uma solução 
hípcrtòníca, que apresenta uma os molar idade maior que a do 
eitosol. a célula murcha a medida que a água flui para a solução. 
Em uma solução hipotânica (de osmo] aridade menor), a célula 
entumece; se não suportada por uma parede celular, eventual- 
meme se rompe. As células geralmente contém concentrações 
mai s alias de biomoléculas e íons que os seus círoinviziiihos. de 
maneira que a pressão nsmótica faz com que a água flua para 
dentro das células. Se não contrabalançado dr alguma maneira, 
esse movimento de água para dentro distende a membrana pUs- 
mátka e causa o rompimento da eduia ílise osmòtka ). 
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Solutos 


Solutos 
í atracei ukres 


Célula em solução 
iwtóníc* nenhum 
movimento real 
de água. 



Célula em solução 
hiperlünkí: & égua 
move-se para fora e 
a célula murcha, 


Célula era soluçio hipotónka: 
a égua move-se para seu interior» 
criando uma pressão externa; 
a célula distende-se» podendo 
romper-se. 


Figura 4-11-0 efeito da osmolaridade extracelular no movimen- 
to de água através da membrana pl asmática Quando uma célula 
em equilíbrio osmótico com seu meio circunvizinho (isto é. em meio iso- 
tônico) (a) e transferida para uma solução hipertünica (b) ou hipotônica 
(<>. a água move-se através da membrana plasm ática na direção em que 
tende a igualar a osmoiaridade dentro e fora da célula. 


Três mecanismos foram desenvolvidos para impedir essa ca- 
tástrofe. Nas bactérias e plantas, a membrana plasmática é cir- 
cundada por uma parede celular não-expansível» de rigidez e força 
suficientes para resistir à pressão osmótica e impedir a lise os- 
mótíca. Certos protozoários de água doce, que vivem em meio 
altamente hipotònico, têm uma orga neta (vacúolo contrátíl) que 
bombeia a água para fora da célula. Nos animais muiticelulares» 
o plasma sanguíneo e o fluido intersticial (fluido extracelular 
dos tecidos) são mantidos em uma osmolaridade próxima à do 
citoplasma- A elevada concentração de albumina e outras proteí- 
nas no plasma sangüíneo contribui para a sua osmolaridade- As 
células também bombeiam ativamente íons, tais como o Na\ 
para o fluido intersticial, a fim de permanecerem em equilíbrio 
osmótico com os seus circunvizinhos. 

Uma vez que o efeito dos solutos na osmolaridade depende 
do número de partículas dissolvidas, e não de suas massas, ma- 
cromoléculas (proteínas, ácidos nudéicos» polissacarídeo*) apre- 
sentam menor efeito na osmolaridade de uma solução que tem 
uma igual massa de seus componentes tnonomérícos» Por exem- 
plo, um grama de um polissacarídeo composto por 1,000 uni- 
dades de glicose tem o mesmo efeito que um miligrama de gli- 
cose. Um efeito do armazenamento de combustível na forma de 
polissacarídeo (amido ou glicogênio), em vez de glicose ou ou- 
tro açúcar simples, é a prevenção de um enorme aumento da 
pressão osmótica dentro da célula de armazenamento. 

As plantas usam a pressão osmótica para alcançar a rigidez 
mecânica. À elevada concentração de soluto nos vacúolos em- 
purra água para dentro da célula (veja Fig- 2-10). A pressão os- 
mótica resultante contra a parede da célula (pressão de turgor) 
enrijece a célula, o tecido e o corpo da planta. Quando a alface 


na sua salada murcha, é porque a perda de água reduziu a pres- 
são de turgon Alterações dramáticas na pressão de turgor pro- 
duzem o movimento de partes da planta, como observado em 
plantas sensíveis ao toque, tais como a vénus- pega-mosea e a 
mimosa (Adendo 4-1). 

A osmose também apresenta conseqüências para os proto- 
colos de laboratório. As mitocôndrias» os cloroplastos e os lisos- 
somos, por exemplo» são recobertos por membranas semiper- 
meáveis. Durante o isolamento dessas organelas a partir de cé- 
lulas rompidas (veja Fig, 2-20)» os bioquímicos devem fazer o 
fracionamento em soluções isotónicas. As soluções- tampão, co- 
mumente usadas em fracionamentos celulares, contêm uma con- 
centração suficiente (cerca de 0,2 M ) de sacarose ou algum outro 
soluto inerte para proteger as organelas da pressão osmótica. 


Ionização da Água, 

Ácidos Fracos e Bases Fracas 

Embora muitas das propriedades solventes da água possam ser 
explicadas em função das características da molécula de H^O 
eletricamente não- carregada, também é necessário levar em con- 
sideração o pequeno grau de ionização da água em íons hidro- 
gênio (H 1 ) e hidroxila (OH“). Como todas as reações reversí- 
veis, a Ionização da água pode ser descrita por uma constante de 
equilíbrio. Quando ácidos ou bases fracos sào dissolvidos na 
água, eles produzem H 4 por ionização; bases consomem H 4 para 
ser protonadas. Esses processos também são governados por 
constantes de equilíbrio. A concentração total do íon hidrogé- 
nio originário de qualquer fonte é experimentalmente mensu- 
rável e expressa como o pH da solução. Para predizer o estado de 
ionização dos solutos na água, devem-se considerar as constan- 
tes de equilíbrio relevantes para cada reação de ionização- Va- 
mos, portanto, discutir brevemente a ionização da água e dos 
ácidos e bases fracos dissolvidos na água. 

A água pura é ligeiramente ionizada 

As moléculas de água têm pequena tendência para se ionizar re- 
versívelmente, produzindo um íon hidrogénio (próton) e um 
íon hidroxila, por meio do equilíbrio: 

H 2 Q^=tH+OH { 4 - 1 } 

Embora frequentemente mostremos o produto de dissociação 
como sendo o H 4 , prótons livres não existem em solução; os 
íons hidrogénio formados são imediatamente hidratados até íons 
hidrónio ou hidroxõnio (HjO 4 ), As pontes de hidrogênio entre 
as moléculas de água tornam a hidratação dos prótons dissocia- 
dos virtual mente instantânea. 

H — Q^NH — O H— 0 + — H + OH 

H H Jj 

A ionização da água pode ser medida por meio da sua con- 
dutiv idade elétrica; a água pura transporta a corrente elétrica à 
medida que o H 1 migra em direção ao cátodo e o OH" em dire- 
ção ao ânodo» O movimento dos íons hidrónio e hidróxido no 
campo elétrico é anormalmente rápido, comparado com o de 
outros íons tais como Na", K 4 e Cl". Essa alta mobilidade iòní- 
ca resulta de uma espécie de “salto de próton”, mostrado na 
Figura 4- 12. Nenhum próton individual se movimenta para 
muito longe do corpo da solução, mas uma série de pulos de 
prótons entre moléculas de água ligadas por pontes de hidro- 
gênio causa o movimento real do próton em uma longa dis- 
tância, cm um intervalo de tempo consideravelmente peque- 
no. Como resultado da alta mobilidade iônica do ET (e QH~, 
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Adendo 4*1 


Resposta ao toque nas plantas: um evento osmótim 


As folhas aJumcnlc cspee ijli/arfas da vénuvpcga- 
mokj í/Jtomjtvi muscipuki) fecham- h 1 rapidamen- 
te cm revposla a um lrvc loque dr um inseto injpè 
nuw, aprisionando-o para tul ura digestão. Alrahlo 
pdo néctar da superfície da folha* n inseto lota três 
pêlos i tricô nus im-uim jmrntc sensíveis, acw- 
nando a armadilha que fesha i folha í M ^ ] )„ I sse 
movimento da folha e produ/jdo por mudanças 
súbitas i maMH de 0,5a) na pressão de lurgor das 
cduLis mesúílh* 3 células nuo m temas da folha >, 
provavelmente alcançadas pela sjhJj de foas K das 
células e pelo ctluao da agua, causado pela mmti- 


se. As glândulas digestivas da superfície das folhas 
liheram enrimas que CKtrarm os m.iinentes do 
inseto. 

A planta sensitiva [Mmtota pmtxtí* lambem sofre 
uma marcante mudanv-i na forma da lofhi, acionada 
pdo toque mcvãnho i hg 2 i. hm leve loque ou uma 
vibrarão produr uma rapsii muahtdao das folhai 
como rcíuhjnio Jj dr jjtuEk j redução na pressão de 
lurgur das cduLts da hase de cada fohcido c tolha. 
Gamo no caso da vénus pcga-rtfenta . j, queda da pres- 
são dr turgur resctlu da hhrraçãn de K\ seguida peio 
dhuwj da agua 




laJ (b> 

Figura 1 - Recosta ao loque na .■ ppga mosia Ao se aprownw oc .'f** *o*ij at-m^ uma rrostd :* 
é apfoiondda para vr diqcntta pçtj jjiariia J b> 



(a) (bj 


Figura 2 - Os folfeulos da plama sensitiva, em fa*ma de pena, (a) fecham p murcham (b), protegendo a 
planta contra danos estruturais CJuttdüS pelo vento 


[ 




074 



Figura 4-12 - Saltos de prótons Pequenos "saltos" de prótons em 
uma série de moléculas de água ligadas por pontes de hidrogênio reali- 
zam um movimento real extremamente rápido de um próton em uma 
longa distância. A medida que o íon hidrônio (acima, ã esquerda) cede 
um próton, uma molécula de água a uma certa distância (abaixo, á direi- 
ta) aceita um, tornando-se um ion hidrôniü. O salto de prótons á muito 
mais rápido do que a verdadeira difusão e explica a mobilidade conside- 
ravelmente elevada dos fons hidrogênio comparada à de outros cátions 
monovalentes tais como Na f ou K 4 

que também se move rapidamente por meio de saltos de pró- 
tons, mas na direção oposta)» as reações ácido-base, em solu- 
ções aquosas, em geral são excepcional mente rápidas, Muito 
provavelmente, os saltos de prótons também desempenham 
uma função nas reações de transferência de prótons em siste- 
mas bio lógico s. 

Uma vez que a ionização reversível é crucial para o papel da 
água nas funções celulares, devemos expressar a extensão da io- 
nização da água em termos quantitativos. Uma breve revisão de 
algumas propriedades das reações químicas reversíveis mostra- 
rá como isso pode ser feito. 

A posição de equilíbrio de qualquer reação química é dada 
pela sua constante de equilíbrio» (algumas vezes expressa 
apenas por K). Para a reação genérica: 

A + B C + D (4-2) 

uma constante de equilíbrio pode ser definida em termos da 
concentração dos reagentes (A e B) e produtos (C e D), presen- 
tes no equilíbrio: 

[Cl [D] 

MB] 

Estritamente falando, os termos de concentração devem ser 
substituídos pelas atividades ou concentrações efetivas em so- 
luções não-ideais, de cada espécie. Exceto em trabalhos muito 
precisos, a constante de equilíbrio pode ser obtida aproxima- 
damente pela medida das concentrações no equilíbrio. Por ra- 
zões que fogem aos objetivos desta discussão» as constantes de 
equilíbrio não têm dimensões. Entretanto» vamos conservar a 
unidade de concentração (M) nas expressões de equilíbrio para 
lembrar que molaridade é a unidade de concentração usada 
para calcular K^. 


A constante de equilíbrio é fixa e característica para uma 
dada reação química a uma temperatura específica» Ela define a 
composição da mistura no equilíbrio, independentemente das 
quantidades iniciais dos reagentes e produtos. Reciprocamente, 
pode-se calcular a constante de equilíbrio para uma dada reação 
a uma dada temperatura, se as concentrações de equilíbrio de 
todos os reagentes e produtos forem conhecidas. Vamos mos- 
trar, em um capítulo posterior, que a variação de energia livre 
padrão (A£7 h ) está direta mente relacionada com a K^. 

A ionização da água é expressa 
por uma constante de equilíbrio 

O grau de ionização da água no equilíbrio é pequeno (Eq. 4-1); 
a 25“C, duas entre 1Q 9 moléculas em água pura está ionizada a 
qualquer instante. A constante de equilíbrio para a ionização 
reversível da água (Eq. 4-1) é: 

| H 4 1 [oh i 

IH 2 0] (4-3? 

Em água pura a 25°C» a concentração da água é 55»5M (valor em 
gramas de H 3 Q em um litro de água dividido pela sua massa 
molecular em gramas: ( l,Q00g/L)/( 18,01 5g/mol))» e essencial- 
mente constante em relação à concentração extremamente bai- 
xa dos íons H 4 e OH', da ordem de I x 1G" 7 M. Dessa forma, 
podemos substituir 55, SM na expressão da constante de equilí- 
brio (Eq. 4-3) para obter: 

[H+][OH | 

55,5 

que rearranjada fica; 

{ 55»5M ) (X, ) = | H~ ] [OH" J = ( 4-4 ) 

onde designa o produto (55,5M){K eq ), que corresponde ao 
produto íônico da água a 25 HÍ C. 

O valor para determinado por medidas de condutivida- 
de elétrica da água pura é 1,8 x 10 -lfi M, a 25 U C. Substituindo -se 
esse valor na Equação 4-4, obtemos o produto iõnico da água: 
K w = [l-ri[DH‘] - (55,5MK5 »»x tO ^M) ^ 1,0 * 10 U JVE 

Assim, o produto [H 1 ] (OH"] em soluções aquosas a 25 U C é sem- 
pre igual a 1 x 10 U M 2 . Quando as concentrações de H 4 e OH 
são exatamente iguais, como na água pura, a solução é conside- 
rada estar em pH neutro. Nesse pH, as concentrações de 11 4 e 
OH podem ser calculadas a partir do produto iõnico da ãgua, 
como segue: 

J^ = uriíOHi = [HT 
Resolvendo para [H 1 "] obtemos: 

[HH = Vtf* = Ví x 
[H*l = [OH1 - lü T M 

Como o produto iõnico da água é constante, sempre que [ H 1 1 for 
maior que 1 x KT 7 M, a |ÜH~1 precisa ser menor que 1 >• 10“ Aí, e 
vice-versa. Quando a concentração de | H + 1 é muito alta, como em 
uma solução de ácido clorídrico, a concentração de |OH~] deve ser 
muito baixa. Do produto iõnico da água, podemos calcular a con- 
centração de [H 4 ] se conhecermos a concentração de [OH - ] e vice- 
versa (Adendo 4-2). 

A escala de pH designa as concentrações de H + e OH~ 

Q produto iõnico da água, é a base para a escala de pH (Ta- 
bela 4-5). Ela é um meio conveniente para designar a concentra- 
ção de H 1 (e, portanto, de OH') em qualquer solução aquosa en- 
tre H + 1,0M e QH" l,0M. O termo pH é definido pela expressão: 
pH = log -^j- = - log [H 4 ] 
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Adendo 4-2 


O produto tônico da água: dois problemas ilustrativos 


O produto jónico da água possibilita calcular a con- 
centração de FT para uma dada concentração de 
OH" e vice-versa; üso é mostrado mH problemas a 
seguir. 

L Qual e a concentração de H ' em uma solução de 
NaQH OJM? 

JC» - |H'][OHM 

Resolvendo para |H’b obtemos 
. rT _ C, 1 > to W*'M 

: ~ [oh ] odM ~ ir*« 

= línjwriiii 


2, QuaJ é a concentração de QH" em uma solução 
na qual a concentração dc H‘ é 0,0001 3M? 

K. * |H']|OH 1 
Resolvendo para |QH | 
lrtU i _ 1 x 10 ‘M 

\H 4 ] 0,0001 íM UxlO-M 

= 7.7 * ir"M tmpom) 


ftbetq 4-i - A »«jta de pH 


1H-KM) 

pH 

[offi m 

pOH- 
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4 
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tt 
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3 
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12 
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2 
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Algumas vezes, a npieuao pOH é ernpregada para expressar a bavodad# ou 
iconcerwoçáncVOH deuniasOlução. o pQHé detido p^a expressão pOH k 
- tog |0 h [ anaiüça á expressão para o pH r^ote oue. ora iodos os casos pH * 
pQH-14 

O símbolo p denota "logaritmo negativo de". Para uma solução 
prccútunemc neutra a 2S°C na qual a concentração de tora hi- 
drogênio c 1 m Í0 t M, o pH pode ser calculado como segue: 

pH = to * \<a * W r mk * Ujã * *^>=*0* l h O+kjgl0r T *O + 7-7 

O valor 7 para o pH de uma solução prerisarocmç neutra não é 
escolhido arbitraria mente; de deriva do valor absoluto do pro- 
duto tónico da água a 25”C que, por coincidência conveniente. é 
um número mteifo, As soluções que Eêm pH maior que 7 são al- 
calinas ou básicas; a concentração de OH" é maior que a de H\ 
Par outro lado. soluções que íêm pH menor que 7 são ácidas. 

Note que a escala de pH é logarítmica, não aritmética. Dizer 
que duas soluções di ferem por uma unidade de pH significa que 
tuna dessas soluções tem uma concentração de FT dei vezes 
maior que a da outra, porém Uso não nos diz nada sobre o valor 
absoluto dessa diferença. A Figura 4-13 mostra o pH de alguns 
fluidos aquosos comuns. Um refrigerante do tipo cola (pH 3,0 ) 
ou vinho tinto {pH 3,7) tem uma concentração de H H aproxi- 
madamente 10.000 vezes maior que a do sangue (pH 7,4), 

O pH de uma solução aquosa pode ser medido aproximada- 
mente, usando- sc vários corantes indicadores, como o litmus. a 
fenolftaleína e o fenol vermelho, que sofrem uma mudança na cor 
sempre que um próton se dissocia da molécula do corante. Deter- 
minações precisas do pH em laboratórios químicos ou d troco v 


SoOll IM 

Alvei jnle doméstico 
Amoníaco doméstico 


Soluçlo de bicarbonato 
de übdio ÍNtHOOÓ 

Água do mar, clara do ovo 
Sangue humano, lágrima 
Leite, saliva 

Café prrtu 

Orveji 
Suco de toirute 
Vinbo litUo 

CoU. virugre 

Suco dr limão 
Suco gástrico 


HO IM 

Figura *-13 - 0 pH de jtgins fluidos aquosos 



são feitas com um elétrodo de vidro, que é sdetrvaroenie sensivd 
á concentração de mas insensível á dc Na\ K f e outros cá- 
tions. Em um aparelho medidor de pH ípHmetrol, o sinal elétri- 
co emitido por esse elétrodo é amplificado e comparado com o 
sinal gerado por uma solução cujo pH é conhecido com precisão. 

A medida de pH é um dos procedimentos mais importantes e 
mais freqüenles em bioquímica, O pH afeta a estrotura e a ativi- 
dade das macromolécula* biológicas; por exemplo, a atividade 
catalítica das enzimas depende fortemente do pH (veja Fig. 4-19), 
As medidas de pH do sangue e da urina sfln comumente emprega- 
das no diagnóstico médico. O pH do plasma sanguíneo de pes- 
soas com diabetes grave, por exemplo, é freqüentemente menor 
que o valor normal dc 7,4; essa condição é chamada de acidnse. 
Em outros estados patológicos, o pH do sangue é maior que o 
normal, e essa condição é conhecida como alcalose- 
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Ácidos fracos e bases fracas 

têm constantes de dissociação características 

O ácido clorídrico, o ácido sulfurito e o ácido nítrico, cotnu- 
mente chamados de ácidos fortes, estão completamente ioniza- 
dos quando em soluções aquosas diluídas; as bases fortes NaOH 
e KGH também estão completamente ionizadas. O maior inte- 
resse dos bioquímicos são as propriedades dos ácidos e bases 
fracos — aqueles que não estão completa mente ionizados quan- 
do dissolvidos na água. Eles são muito comuns nos sistemas bio- 
lógicos e tém importantes papéis no metabolismo e na sua re- 
gulação. O comportamento de soluções aquosas dos ácidos e 
bases fracos será mais bem compreendido, se definirmos pri- 
meiro alguns termos. 

Os ácidos podem ser definidos como doadores de prótons, 
e as bases, como aceptoras de prótons. Um doador de prótons e 
seu aceptor correspondente constituem um par áddo-base con- 
jugado (Fig. 4-14). O ácido acético (CHjCOQH), um doador de 
prótons, e o ânion acetato (CH,COO ), o correspondente acep- 
tor de prótons, constituem o par ácido-base conjugado, relacio- 
nados pela reação reversível 

GHjCOQH tT + CHjCÜÜ 

Cada ácido tem uma tendência característica de perder o seu pró- 
ton em solução aquosa. Quanto mais forte o ácido, maior a ten- 
dência para perder o seu próton, A tendência de qualquer ácido 
(HA) de perder um próton e formar a sua base conjugada (A ) é 
definida pela constante de equilíbrio (íy da reação reversível 

HA H 4 + A' 

que é: 


As constantes de equilíbrio para as reações de ionização são 
usual mente chamadas de constantes de dissociação, geralmente 
designadas K n . As constantes de dissociação de alguns ácidos sào 
mostradas na Figura 4-14. Ácidos mais fortes, como o fosfórico 
e o carbónico, têm constantes de dissociação maiores; os ácidos 
mais fracos, como o monoidrogeniofosfato (HPO* - ), têm cons- 
tantes de dissociação menores. 

Na Figura 4-14 também estão incluídos os valores de pK*, 
que é análogo ao pH e definido pela equação: 

pif B = lí>g“- 

Quanto maior a tendência para dissociar um próton, mais forte 
é o ácido e menor é o seu pX fl , Como veremos agora, o píC de 
qualquer ácido fraco pode ser determinado muito facilmente. 

As curvas de titulação revelam o p K § 
dos ácidos fracos 

A titulação é usada para determinar a concentração de um ácido 
em uma dada solução. Um volume conhecido do ácido é titula- 
do com uma solução de uma base forte, usual mente o hidróxi- 
do de sódio ( NaOH), de concentração conhecida. O hidróxido é 
adicionado em pequenos volumes até que 0 ácido seja totalmente 
consumido (neutralizado), como determinado por um corante 
indicador ou pelo uso de um pH metro. A concentração do áci- 
do na solução original pode ser calculada a partir do volume e 
da concentração do NaOH adicionado. 

O gráfico dos valores de pl I em função do volume de NaOH 
adicionado (uma curva de titulação) revela o pK* do ácido fraco. 
Considere a titulação de uma solução G,1M de ácido acético (para 
simplificar designe como HAc) com NaOH 0,1 M a 25°C {Fig. 4-15). 



pH 

Figura 4*14 - Os panes áddo-base conjugados são constituídos de um doador de prótons e um aceptor de prótons Alguns compostos, 
como o ácido acético e a amónia, são monopróticos: podem doar apenas um único próton. Outros são dipróticos {H 2 C0 3 e glicina) ou tripróticos 
(H 3 PO n ). As reações de dissociação pera cada par sâo mostradas onde elas ocorrem ao longo da escala' de pH. A constante de equilíbrio ou de 
dissociação (>Q e seu logaritmo negatrvo, o pK lt são mostrados para cada reação. 
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Figura 4-15 - Curva de titulação do ácido acético Após a adição de 
um pequeno volume de NaOH â solução de ácido acético, o pH da matu- 
ra é medido. Essa operação é repetida atá que o ácido seja convertido em 
sua forma desprotonada, o acetato, O valor de cada adição é lançado em 
gráfico em função do pH da mistura. Dessa forma, os pontos obtidos 
constituem a curva de titulação. Nos retângulos são mostradas as formas 
iônicas predominantes do ácido acético nos pontos designados. No pon- 
to médio da titulação, as concentrações do doador e do aceptor de pró- 
tons são iguais, e o pH nesse ponto è numericamente igual ao p^. A 
região sombreada é a região de maior capacidade tamponante útil, ge- 
ralmente entre 10% e 90% da titulação do ácido fraco. 


Dois equilíbrios reversíveis estão envolvidos no processo: 

H 2 0 í=± H l +■ OH" (40} 

HAc 5 =^ H + * Ac" (4-6} 

O equilíbrio deve-se ajustar simultaneamente às suas constan- 
tes de equilíbrio características! que sàd respectívamente: 

JCk.-= (H*l[OH"l = 1 x 10 i4 M ! í4-7) 

K, = ^ l|A< ; 1 - 1,74 x 10 " 5 M {4-fD 

[HAcJ 

No início da titulação, antes da adição da solução de NaOH, o áci- 
do acético já está ligeiramente ionizado, em uma extensão que pode 
ser calculada a partir da sua constante de dissociação (Eq. 4-8). 

À medida que o NaOH ê adicionado gradual mente, o íon 
ÜH“ adicionado combina-se com o H" livre na solução para for- 
mar água, em uma quantidade que satisfaz a relação de equilí- 
brio da Equação 4-7, Com a remoção do íon H", a molécula de 
HAc dissocia-se, sobretudo para satisfazer a sua própria cons- 
tante de equilíbrio (Eq, 4-8), Como resultado, à medida que a 
titulação prossegue com a adição de NaOH, mais e mais HAç 
ioniza-se, formando ,\ç”, No ponto médio da titulação, onde 
exatamente 0,5 equivalente de NaOH foi adicionado, metade do 
ácido acético original dissociou-se, de tal forma que a concen- 
tração do doador de prótons [HAc] agora se iguala à do aceptor 
de prótons [Ac"]. No ponto médio ocorre uma relação impor- 
tante: o pH da solução equ imolar de ácido acético e acetato é 
exatamente igual ao pK„ do ácido acético (pK, = 4,76: veja Eigs, 
4-14 t 4-15). Os fundamentos dessa relação, válida para todos os 
ácidos fracos logo tomar-se-âo claros. 


À medida que a titulação prossegue com a adição de novos 
volumes de NaOH, o ácido acético não -dissociado remanescen- 
te é gradualmente convertido em acetato. O ponto final da titu- 
lação ocorre ao redor de pH 7: todo o ácido acético perdeu os 
seus prótons para íons OH , formando H^O e acetato. Os dois 
equilíbrios [Eqs. 4-5 e 4-6) coexistem ao longo da titulação, cada 
um satisfazendo a sua constante de equilíbrio. 

A Figura 4-16 compara as curvas de titulação de três ácidos 
Traços com constantes de dissociação muito diferentes: ácido acé- 
tico (p K a - 4,76); diidrogénio fosfato, H^POí (pK a = 6,86) e íon 
amónio, NH* ípíC = 9,25). Embora as curvas de titulação desses 
ácidos tenham exatamente a mesma forma, elas estão deslocadas 
ao longo do eixo do pH porque esses ácidos possuem forças dife- 
rentes, O ácido acético é o mais fórte (perde o seu próton mais 
rapidamente) porque o seu K a é o maior (pK a menor). O ácido 
acético já está 50% dissociado em pH 4,76, O diidrogénio fosfato 
perde o seu próton de forma menos rápida, tornando-se 50% dis- 
sociado em pH 6,86. O íon amónio é o ácido mais fraco dos 
très e somente em pH 9,25 atinge 50% de dissociação. 

O detalhe mais importante na curva de titulação de um áci- 
do fraco é que ela mostra graficamente que um ácido fraco e o 
seu ànion — um par ácido -base conjugado — podem funcionar 
como um tampão. 


P H 



0 50 100 % 


Pnrcentagenl liLulüda 

Figura 4-16 - Comparação das curvas de titulação de très ácidos fracos, 
CH 3 COOH, hbPQ* e NH'Í. As formas iõnicas predominantes nos pontos 
m d içados na curva de titulação estão colocadas em retângulos. As re- 
giões de capacidade tamponante estão indicadas á direita. Os pares áci- 
do-base conjugados são tampões efetivos entra, aproximadamente, 10% 
e 90% da neutralização da espécie doadora de prótons, 


Ação Tamponante contra as 
Variações de pH nos Sistemas Biológicos 

Quase todos os processos biológicos são dependentes do pH; 
uma pequena variação no pH produz uma grande variação na 
velocidade do processo, Isso é verdade não apenas para muitas 
reações nas quais o íon H + é participante direto, mas também 
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para aquelas nas quais não há um papel aparente para esses íons. 
As enzimas que catalisam as reações celulares e muitas das mo- 
léculas sobre as quais elas agem possuem grupos ionizáveis com 
valores de píf* característicos. Os grupos amino e os grupos car- 
boxita protonados dos amínoácidos e os grupos fosfato dos nu- 
deotídeos, por exemplo, funcionam como ácidos Fracos; o seu 
estado iònico depende do pH do meio circunvizinho, Como 
mencionado, as interações iônicas estão entre as Forças que esta- 
bilizam a molécula de uma proteína e permitem que uma enzi- 
ma reconheça e ligue- se a seu substrato. 

Às células e os organismos mantém um pH citosólico cons- 
tante e específico, geralmente próximo de pH 7, o que mantém 
as biomoléculas em seu estado iònico ótimo. Em organismos 
multicdulares* o pH dos fluidos extracelulares também é preci- 
samente regulado. A constância do pH é conseguida primaria- 
mente pelos tampões biológicos: misturas de ácidos Fracos e suas 
bases conjugadas. 

Descreveremos aqui o equilíbrio de ionização responsável 
pela ação tamponante e mostraremos a relação quantitativa en- 
tre o pH de uma solução tamponada e o pK a do tampão, À ação 
tamponante biológica pode ser ilustrada pela descrição do fun- 
cionamento dos sistemas- tampão fosfato e carbonato em seres 
humanos. 

Os tampões são misturas de ácidos fracos 
e suas bases conjugadas 

Tampões são sistemas aquosos que resistem às variações do pH 
quando quantidades relativamente pequenas de ácido (H + ) ou base 
(OH - ) são adicionadas à solução. Um sistema-tampão consiste 
de um ácido fraco (o doador de prótons) e sua base conjugada (o 
aceptor de prótons). Por exemplo, a mistura de concentrações 
iguais de árido acético e de íon acetato, encontrada no ponto mé- 
dio da curva de titulação na Figura 4-15, é um sistema-tampão. A 
curva de titulação do árido acético apresenta uma região relativa - 
mente pouco inclinada, estendendo-se por uma unidade de pH 
em ambos os lados de seu pH médio 4,76, Nessa zona, a adição de 
uma quantidade deH H ou OH" ao sistema apresenta um pequeno 
efeito sobre o pH do que aquela na qual a mesma quantidade te- 
nha sido adicionada além da região de tamponamento. Essa zo na 
ndalivamente plana é a região de tamponamento do par ácido 
acético-acetato. No ponto médio da região tamponante, no qual 
a concentração do doador de prótons (acido acético) se iguala 
exatamente a do aceptor de prótons (acetato), o poder tampo- 
nante do sistema é máximo, isto é, as mudanças no pH provoca- 
das pela adição de H 4 ou OH" são mínimas. Nesse ponto da curva 
de titulação do árido acético, 0 pH é igual ao seu p K^. O pH do 
sistema -tampão acetato varia ligeiramente quando uma pequena 
quantidade de H 4 ou OH - é adicionada, porém essa variação é 
muito pequena quando comparada com a variação de pH que 
resultaria se a mesma quantidade de H 4 ou OH“ Fosse adicionada 
à água pura ou a uma solução de um .saí de ácido forte com base 
Forte, como o NaQ, que não tem poder tamponante. 

O tamponamento resulta do equilíbrio de duas reações re- 
versíveis que ocorrem em uma solução que contém quantidades 
quase iguais de um doador e seu aceptor de prótons conjugado, 
Â Figura 4- 17 explica como um sistema-tampão funciona. Sem- 
pre que H + ou OH" são adicionados a um tampão* o resultado é 
uma pequena variação na relação das concentrações relativas do 
ácido fraco e de seu ânion e, consequentemente* uma pequena 
variação no pH, A diminuição da concentração de um dos com- 
ponentes do sistema é contrabalançada exatamente pelo aumento 
da outra. A soma das concentrações dos componentes do tam- 
pão não varia, apenas a sua relação. 



Bgura 4-17 - A capacidade do par ácido acético-acetato como so- 
lução tampão. O sistema é capaz de absorver tanto H* coitk> OH" po< 
meio da reversibilidade da dissociaçáo do ácido acético. O doador de 
prótons, o áodo acético (HAc), contém uma reserva de H f ligado, que 
pode ser liberada para neutralizar uma adição de OH" ao sistema, resul 1 
tando na formação de H>G, Isso acontece porque o produto [H + J|ÜH ] 
excede transitoriamente o (t * 1 0 equilíbrio rapidamente se 
ajusta de tal forma que esse produto permaneça igual a 1 x 1Q' m M 2 
(a 25 ü C) r reduzindo transitoriamente a concentração de H\ Como con- 
sequência, o quociente [hTj[Ac - ]/[HAc) é menor que o K à , então, o 
HAc dissocia-se, sobretudo, para restaurar o equilíbrio. De forma seme- 
lhante, a base conjugada, Ac", pode reagir com os tons H* adicionados 
ao sistema; novamente, as duas reações de ionização entram simultanea- 
mente em equilíbrio. Assim, um par ácido-base conjugado, como o ácido 
acético e □ ion acetato, resiste ás variações no pH quando quantidades 
relativannente pequenas de ácido ou base sáo adicionadas á solução. A 
açáo tamponante é simplesmente a conseqüéncia de duas reações rever- 
síveis que ocorrem simultaneamente e atingem seus pontos de equilíbrio 
de acordo com suas constantes de equilíbrio. K* e K a . 


Cada par ãcido-base conjugado tem uma zona característi- 
ca de pH na qual de atua como um tampão efetivo (Fig. 4-16). 
O par H^Püq/HPOf" tem um de 6,8ó e, por isso, funciona 
como um sistema-tampão eficiente no intervalo de pH compre- 
endido entre 5*9 e 7,9. O par NHJ/NH^* com um pK a de 9,25, 
pode agir como tampão entre aproximadamente 8,5 e 10*3. 


Uma expressão simples relaciona o pH, o p K 
e a concentração do tampão 

As curvas de titulação do ácido acético* H 2 PO^ e NHJ (Fig. 4- 
16) apresentam formas aproximadamente iguais, sugerindo que 
essas curvas reflitam uma relação ou lei fundamental. De fato 
esse é o caso. A forma da curva de titulação de qualquer ácido 
fraco é descrita pela equação de Henderson-Hasselbalch. que é 
importante para a compreensão da ação tamponante e o balan- 
ço ácido-base no sangue e tecidos dos vertebrados. Essa equação 
é simplesmente uma maneira útil de redefinir a expressão para a 
constante de dissociação de um ácido. Para a dissociação de um 
ácido fraco HA em H“ e À , a equação de Henderson-Hasselbalch 
pode ser derivada da seguinte maneira: 

„ ÍH 4 ][A1 

[HA1 

Resolvendo primeiramente para [PTJ: 

1H ‘)= K -w 

Aplicando-se o logaritmo negativo dos dois lados da igualdade: 

[HA] 


-log [H 4 ] --log K B -tog 


[A - ] 


Substituindo - log [H 4 ] por pH, e - log K A por píf a : 
[HA] 


pH = pK* - tu$ ■ 


[A"] 
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Adendo 4-3 


Resolvendo problemas usando a equação de Henderson-Hasselbalch 


L 


I, Caknlar o pK t do ácido láctico» sabendo &e que* 
quando a awicrnlraçáo de ácido láctico é 0,0 lOM 
e a concentração de betado é OjOATM, o pH da so- 
lução é 4JS- 


pH = p*. + log 
pK^pH-íog 


|bctatn| 
(árido láctico) 
[lactato]' 


[acido liciico-1 


= 4,80 -lo* = 4J0-lo*fc? 

0,010 

= 4S 0 - 0/H = impoml 


2. Calcular o pl 1 de unu mkiurj que contém ácido 
acético 0,1 M e acetato de sódio DJM O p K, do 
ácido acético é 4,76. 


pH - p*. + lo* 


| ácido acético] 

= 4,76 + lo* = 4 J6 + 0JW 

e 0,1 

= i,0fi tnespiwtfll 


3. Calcular a ndaçío entre is concentrações de ace- 
tato c de ácido acético requerida para um siste- 
ma-tampão com pH 5 JL 


pH =pK, * lo* 


lacei aio| 

•ácido acético) 


, [acetato [ 

^ [ácido acélicol 


= pH-pK, 

- 5jO~4 r 7b = Q,S4 


[ acetato 1 
[ácido acético) 


- antüog (K54 = 3.47 ( repostu) 


Invertendo- se a fração - log [HA]/] A - ], Lnverte-se o sinal e oh- 
tém-se a equação de Henderson-Hasselbalch: 


pH - pK, + log 


IA"! 

íha] 


Que pode ser ecrita em sua forma genérica: 


pH = pá* * W 


aerptur de pmíom_ 
i doad c*i dc pittiorcv] 


Essa equação descreve as curvas de titulação dc todos os ácidos 
fracos e possibilita deduzir um grande númem de rcbçàcs quan- 
titativas importantes. Por exemplo, da mostra por que o pK t dc 
um árido fraco é igual ao p H da solução no ponto médio da sua 
titulação. Nesse ponto [HA] = |A | e 

pH - pKi + k>* 10- A+G^piL 
Conforme mostrado no Adenda 4-3, a equação de Hender- 
jon-Haiadbakh também permite ( 1 } calcular o pK, 4 partir do 
pH e da ratão molar entre o doador e o aceptor de prótons; (2) 
calcular o pH a par t:r do pX, e da razão molar entre o doador c 
oácepiorde prótons,? ( J } cakuíar a razão molar entre o doador 
e o aceptor de prótons, dado opHeo pK, 


Oi ácidos fracos ou as bases fracas tampo na m 
as células e os tsddos contra as variações de pH 

Os fluidos intra e cxtracelulares dos organismos multicetulares 
aprcsemam um pH característico e praticamente constante, A 
primeira linha de defesa do organismo contra mudanças no pH 
interno é proporcionada pelos sistemas- tampão, O citoplasma 
da maioria das células contém altas concentrações de proteínas, 
que possuem muitos aminoáddos com grupos funcionais que 
são ou ácidos ou bases fracos. Por exemplo, a cadeia lateral da 
histidina í Fig, 4-18) tem um p/í* de 6,0; desse modo, proteínas 
que contém resíduos de histidina podem tamponar efetivamen- 
te ao redor do pH neutro. Nudeotídeos como o ATP, bem como 
mui las outros melabólitos de baixo peso molecular, apresen- 
tam grupos ionizáveis que podem contribuir para o poder um- 



Ftgurá 4-1 1 - O aminoàcido Nslidna. um componente das proterás, è 
um áodo fraco O pK, do nitrogénio proionado da cadera laterat é 6.0 


ponante do citoplasma. Algumas organdas altamente especial l- 
ládas e compartimentos extracdulam contém altas concentra- 
ções de compostos que contribuem para a capacidade tampo- 
nante: ácidos orgânicos tampo nam os vacuofos de células vege- 
tais: a amónia tampo na a urina. 

Dois tampões biologicamente importantes são os sistemas 
fosfato e bicarbonato- O sistema- tampão fosfato, que age no ri- 
loplasma de todas as rdulas, consiste de H : POi como doador de 
prótons e HPO;" como aceptor de prótons: 

HtFOí + HPOÍ 

O sistema- tampão fosfato tem sua efetividade máxima em um 
pH próximo do seu pK t de 6,86 (Figs, 4*14 c 4-16] e, portanto, 
resiste ãs variações de pH na regiáu entre 5.9 e 7,9. Assim, ele é 
um tampão efetivo nos fluidos biológicos. Nos mamíferos, por 
exemplo, os fluidos extracelular es c a maioria dos compartimen- 
tos citoplasm áticos tém um pH na região entre 6,9 e 7,4. 

O plasma sanguíneo é tamponado em parte pelo sistema 
tampão bicarbonato que consiste de ácido carbônico (HnC0 3 ) 
como doador de prótons e de bicarbonato (HCOj) como acep- 
tor de próton: 

HjfCOi H H + HCO) 

jHllKOOd 
1 |H/X>,| 
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Esse sistema é mais complexo que o outro par ácido-base conju- 
gado, uma vez que um de seus componentes, o ácido carbônico 
(H 2 C0 3 ), é formado a partir de dióxido de carbono dissolvido 
(d) e água, por uma reação reversível: 

COj(d) + H ? CO* 

[HaCOd 

* [CO,(d)|íH í Oj 

O ácido carbônico é um gás em condições normais, e a concen- 
tração do C0 3 dissolvido é o resultado do equilíbrio do CO; da 
fase gasosa: 

CCMg)^=cCQ ; (d) 

K tco^il 

j [CO,(g)J 

O pH do sistema-tampão bicarbonato depende da concentra- 
ção de Hj,CCb e HC0Ç, o doador e o aceptor de prótons, respec- 
tivamente. A concentração de H 2 CO;$, por sua vez, depende da 
concentração do C0 2 dissolvido, que depende da concentração 
do C0 3 na fase gasosa, denominada pressão parcial do C0 2 . 
Dessa forma, o pH do tampão bicarbonato exposto a uma fase 
gasosa é, cm última análise, determinado pela concentração de 
HCO 7 na fase aquosa e pela pressão parcial de C0 2 na fase gaso- 
sa (Adendo 4-4). 

O sangue humano normalmente tem um pH próximo a 7,4. 
Sempre que os mecanismos reguladores do pH falham ou são 
sobrepujados, como pode acontecer em casos de diabetes grave 
e nio-controlado, nos quais uma superprodução metabólica de 
ácidos causa acidose, o pH do sangue pode cair para 6, a ou me- 
nos, provocando danos celulares irreparáveis e morte. Em ou- 
tras doenças, 0 pH pode elevar- se a níveis letais. Embora muitos 



Figura 4-19 - O pH ótimo de algumas enzima. A pepsina é uma enzi- 
ma digestiva secretada no suco gástrico: a tripsina. uma enzima digestiva 
que age no intestino delgado; a fosfatase alcalina do tecido ósseo, uma 
enzima hidnolitice envolvida na mineralização do osso. 

aspectos da estrutura celular e seu funcionamento sejam influ- 
enciados pelo pH, é a atividade catalítica das enzimas que é es- 
pecialmente sensível. As enzimas apresentam uma atividade ca- 
talítica máxima em um pH característico, chamado de pH óti- 
mo (Fig. 4-19). Em cada um dos lados do pH ótimo, a atividade 
enzimática diminui rapidamente. Assim, uma pequena varia- 
ção no pH pode provocar uma grande diferença na velocidade 
de algumas reações cruciais, catalisadas enzimaticamente. O con- 
trole biolôgjco do pH das células e dos fluidos corporais é, por- 
tanto, de importância central em todos os aspectos das ativida- 
des celulares e do metabolismo. 


Adendo 4-4 

Sangue, pulmões e tampão: o sistema -tampão bicarbonato 


Nos animais com pulmões, o sistema -tampão bi- 
carbonato é um tampão fisiológico efetivo ao redor 
de pH 7,4 porque o H 2 C0 3 do plasma sanguíneo 
está em equilíbrio com um reservatório de C0 2 (g) 
de grande capacidade localizado no espaço aéreo dos 
pulmões. Esse sistema- tampão envolve trés equilí- 
brios reversíveis entre o C0 3 gasoso nos pulmões e o 
bicarbonato (HCÜJ) no plasma sanguíneo (Fig r ] ), 
Quando H“ (do ácido láctico produzido no tecido 
muscular durante um exercício vigoroso, por exem- 
plo] é adicionado ao sangue, à medida que ele passa 
através dos tecidos, a reação 1 desloca-se para um 
novo equilíbrio, em que a concentração de H 2 CQ 3 
é maior. Isso aumenta a concentração de COj(d) 
no sangue (reação 2). que aumenta a pressão de 
COj(g) no espaço aéreo pulmonar (reação 3); o CO ; 
extra é expirado. 

Reciproca mente, quando o pH do plasma san- 
güíneo aumenta (em virtude da produção de NHj 
durante o catabolismo de proteínas, por exemplo), 
ocorrem eventos opostos: a concentração de H + 
no plasma sangüíneo diminui, provocando a dis- 
sociação do H 2 C0 3 em H' e HCOJ. Isso causa uma 
maior dissolução de C0 3 (g) dos pulmões, no plas- 
ma sangtiíneo, A velocidade respiratória, isto é, a 


velocidade com que o COj á inalado e expirado, 
pode ajustar rapidamente esses equilíbrios com a 
finalidade de manter o pH do sangue p Taticamen- 
te constante. 


Faie aquosa 
(sangue) 


Fase gasosa 

(espaço aéreo pulmonar) 


FT + HCÜí 

HiCQj 


HjO 




QOdd) 


COiíg) 


Figura 1-0 CQj existente no espaço aéreo dos pul- 
mões está em equilíbrio com o tampão bicarbonato no 
plasma sanguíneo que atravessa os capilares atveolares. 
Como a concentração do CCb dissolvido pode ser ajus- 
tada rapidamente por meio de mudanças na velocidade 
da respiraçáo pulmonar, o sistema -tampão bicarbonato 
do sangue está quase sempre em equilíbrio com um gran- 
de reservatório de C0 2 . 
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A Agua como Reagente 

A água não é apenas o solvente no qual ocorrem as reações quími- 
cas das células vivas; muito frequentemente ela é um participante 
direto dessas reações. A formação de ATP a partir do ADP e de 
fosfato inorgânico é uma reação de condensação (pág. 53) na qual 
os elementos da água são eliminados {Fig, 4-20a). O reverso dessa 
reação — a quebra acompanhada pela adição de elementos da água 
— é uma reação de hidrólise. As reações de hidrólise sâo respon- 
sáveis pela despoli merizaçâo eozimática de proteínas, carboidra- 
tos e ácidos nudéicos ingeridos na alimentação. As reações de hi- 
drólise, catalisadas por enzimas chamadas hidrolases, são invaria- 
velmente endergònicas. A formação de polímeros celulares a partir 
de suas subunidades pela simples reversão da hidrólise seria en- 
dergónka e, como tal, não ocorre. Como veremos, as células con- 
tornam esse obstáculo termodinâmico acoplando reações de con- 
densação endergònicas aos processos exergônicos, como a quebra 
de uma ligação anidrido no ATP. 


R— O— P— O— P— O" + tí,íK 

A- I 

(ATP) 

Anidrido fosfórica 


, R— O-P-OK + HO— P— O 

- A- A- 

(ADP) 


(a) 

! t , 

R— o— f— O" + H a 05=i R— OH 4 HO— P— O 


1 ! ' 

R — O— P — O" 


Éster fosfato 


<b> 


, J* , J> 

R 1 — c 4 H.Oí=; R 1 — C 4 HO — R z 

X ORj OH 


Éster carboxílico 


íc) 



Anidrido acilfosfòrico 

Figura 4-20- Participação da água em reações biológicas (a) O ATP 

è um fosfoanidndo formado pela reação de condensação (perda dos ele- 
mentos da água} entre q ADP e o fosfato. R representa a adenosina mo- 
nofosfato (AMP). Essa reação de condensação requer energia, A hidrólise 
(adição dos elementos da água) do ATP l.*bera uma quantidade equiva- 
lente de energia. Também são mostradas algumas reações de condensa- 
ção e hidrólise comuns nos sistemas biológicos (b), (c) e (d). 


Você está (esperamos!) consumindo oxigênio á medida que 
lê este livro. A água e o dióxido de carbono são os produtos fi- 
nais da oxidação dos combustíveis como a glicose, A reação ge- 
ral desse processo pode ser resumida pela equação: 
qh 12 o 6 4 óco 2 4 m 2 a 

Glicose 

A <£ água metabólica 1 ' 3 assim formada a partir de alimentos sóli- 
dos e combustíveis estocados è suficiente para permitir a sobre- 
vivência de alguns animais (esquilo da Mongólia, cangurus, ra- 
tos e camelos), em habita ts muito secos, sem tomar água por 
longos períodos. 


As plantas verdes e as algas verdes usam a energia luminosa 
do Sol para quebrar a água no processo da fotossintese. 

luz 

2H 3 04 2A^0z42AH e 

Nfessa reação, A é uma espécie de aceptora de prótons que varia 
com o tipo de organismo fotossintético. 

A Adequação do Ambiente Aquoso 
para os Organismos Vivos 

Os organismos têm -se adaptado efelivamente aos seus ambien- 
tes aquosos e desenvolvido maneiras de exploraras propriedades 
incomuns da água, O alto calor específico da água (a energia ca- 
lorífica necessária para aumentar de TC a temperanira de um 
grama de água) é útil para as células e os organismos porque pos- 
sibilita que a água atue como um “tampão de calor 33 , permitindo 
que a temperatura de um organismo fique relativamente cons- 
tante quando a temperatura do ar flutua e quando o calor é gera- 
do como um produto colateral do metabolismo, Além disso, al- 
guns vertebrados exploram o alto valor do calor de vaporização 
da água (Tabela 4-1), usando (portanto, perdendo) o excesso de 
calor corporal para evaporar o suor. O alto grau de coesão inter- 
na da água líquida, devido às pontes de hidrogênio, é explorado 
pelas plantas como um meio de transportar nutrientes dissolvi- 
dos das raízes até as folhas, durante o processo de transpiração. 
Até mesmo a densidade do gelo, menor que a da água líquida, 
tem consequências biológicas importantes nos ciclos vitais dos 
organismos aquáticos. Lagoas congelam-se da superfície para o 
fondo, e a camada de gelo na superfície isola a água abaixo do 
gelo do ar muito mais frio, impedindo que as lagoas (e os orga- 
nismos que nela vivem) se congelem. Pe fundamental importân- 
cia para todos os organismos vivos é o fato de que muitas proprie- 
dades físicas e biológicas das macromolécul&s celulares, particu- 
larmeníe das proteínas e dos ácidos nudéicos, derivam da sua 
interação com as moléculas de água do meio ambiente circunvi- 
zinho. A influência da água no curso da evolução biológica tem 
sido intensa e determinante. Se formas de vida evoluíram em al- 
guma outra parte do universo, é improvável que se assemelhem 
às da Terra, a menos que sua origem extraterrena também seja 
um local onde exista uma grande quantidade de água líquida. 



O ambiente aquoso abriga miriades de espécies. Corais, esponjas, brio- 
zoários e algas competem pelo espaço disponível nos recifes das costas 
das Ilhas Filipinas. 
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Resumo . 


A água é o composto mais abundante nos organis- 
mos vivos. Os seus pontos de congelamento, ebuli- 
ção e calor de vaporização relativamente altos são o 
resultado de atrações intermok-culares fortes na for- 
ma de pontes de hidrogênio entre moléculas de água 
adjacentes, A água líquida tem um considerável or- 
denamento de curta di&tãnria e consiste de agrega- 
dos de curta duração, ligados por pontes de hidro- 
gênio. A polaridade e a capacidade de formar pon- 
tes de hidrogénio fazem dela um potente solvente 
para muitos compostos iònicos e outras moléculas 
polares. Compostos não-pnlares, incluindo os ga- 
ses COi, 0 2 t N], sào pouco solúveis na água. 

Quatro tipos de interações fracas ocorrem den- 
tro e entre as biomoléculas em um solvente aquo- 
so; interações iônicas, hidrofóbicas e de van der 
Waals e pontes de hidrogênio, Embora individual- 
mente fracas, coletivamente criam fortes forças es- 
tabilizadoras para as proteínas, os ácidos nucléicos 
e as membranas. Interações fracas (não-covalentes) 
também estão no cerne da catálise enzimática, no 
funcionamento dos anticorpos e nas interações re- 
ceptor-ligante, 

Quando soluções aquosas de diferentes concen- 
trações são separadas por uma membrana semiper- 
meávef a água atravessa a membrana na direção da 
menor concentração de água. Esse movimento da 
água através da membrana semipermeável (osmo- 
se) cria uma pressão úsmõtka. Para células em so- 
luções hipotõnicas, a entrada de água através da 
membrana plasmática causa intumescência, produ- 
zindo uma pressão de turgor ou lise osmõtica, se a 
célula não estiver protegida por uma parede rígida. 
As propriedades coHgativas (pontos de fusão e ebu- 
lição, pressão de vapor e pressão osmótka) depen- 
dem do número de partículas dissolvidas (íons, 
moléculas ) T e não das suas massas moleculares ou 
propriedades químicas. 

A água ioniza-se muito pouco para formar íons 
H 4 e OH , O rápido “salto" de prótons ao longo de 
uma sequência de moléculas de água ligadas por 


pontes de hidrogênio dá a aparência de uma difu- 
são de prótons na água, eiccepcionalmente rápida. 
Em soluções aquosas diluídas, as concentrações dos 
íons H 4 e OH são mversamente relacionadas pela 
expressão K w = [H 4 1 [OH ] = 1 x l(T l4 M 2 (a 2FC). 
A concentração do íon hidrogénio dos sistemas 
biológicos é geralmente expressa em termos de pH, 
definido como pH = - log [H 4 ]. 

Os ácidos são definidos como doadores de pró- 
tons* e as bases, como aceptores de prótons, Um 
par ácido -base conjugado consiste de um doador 
de prótons (HA) e seu correspondente aceptor de 
prótons (A ), A tendência de um ácido HA doar pró- 
tons é expressa pela sua constante de dissociação 
(JC, = (H’l [A"J/[HA]) ou pela função p K*, defi- 
nida como - log ÍC*, que pode ser determinada 
por meio de uma curva de tituiaçâü. O pH de uma 
solução de ácido fraco está relacionado quantita- 
tivamente com o seu píT, e com a razão das con- 
centrações de suas espécies doadora e aceptora 
de prótons por meio da equação de Henderson- 
Hasselbalch. 

Um par ácido-base conjugado pode agir como 
um tampão e resistir às variações de pH; sua capaci- 
dade para fazer isso é maior em um pH numerica- 
mente igual ao seu pK„. Muitos tipos de biomolé- 
culas têm grupos funcionais que contribuem para a 
capacidade tamponante. Proteínas, H 2 GCVHCOj e 
H 2 PO;/HPO^ são sistemas-tampão biologicamen- 
te importantes. A atividade catalítica das enzimas é 
fortemente influenciada pelo pH, e o ambiente onde 
elas funcionam devem ser tamponados contra gram 
des variações de pH, 

A água náo é apenas o solvente no qual ocorrem 
as reações metabólicas; da participa diretamente em 
muitos processos bioquímicos, incluindo as reações 
de hidrólise e dc condensação. As propriedades físi- 
cas e químicas da água são de importância central 
para a estrutura e a função biológicas. A evolução 
da vida na Terra foi influenciada em grande parle 
pelas suas propriedades de solvente e reagente, 
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ca, com exemplos claros. 
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Problemas 


1, Vinagre artificial. Uma maneira dc fobricar vinagre (rcflo 
a preferível) é preparar uma solução de ácido acético, o 
único componente ácido do vinagre, no pH apropriado 
(veja Mg. 4-13) e adicionar agentes fLavorizáfites adequa- 
dos. O ácido acético (Af r 60) i um liquido a 25 ,!, C com 
densidade 1 ,049g/mL. Calcule o volume que deve scr adi- 
cionado â água destilada para fazer IL dc vinagre artifi- 
cial (veja Fig. 4-14). 

1. Acidez do HCI gástrico. Em um laboratório hospita- 
lar, ujna amostra de lUmL de suco gástrico, obtida várias 
horas após uma refeição, foi titulada com NaOH 0, IM 
até a neutralidade. Foram gastos 7,2mL dc NaOH, Como 
o estômago do paciente não continha alimentos sólidos 
ou líquidos, pode-se considerar que não havia nenhum 
tampão presente na titulação. Qual ú o pH do suco gás- 
tricot 

3, Medida dos níveis dc acetilcolina por meio de varia- 
ções do pH. A concentração de acetílcolina (um neuro- 
transmissor) em uma amostra pode ser determinada pe- 
las variações no pH que acompanham a sua hidrólise. 
Quando a amostra c incubada com a enzima acetikoli- 
nesterase, a acetílcolina é quamitãliv&mente convertida 
em colina e ácido acético que sc dissodá liberando ace- 
tato e ion H 


O CH, 

II I ‘ 

CH 3 — C — O — CH; — CH; — *N — CH, 


Acetílcolina 


Em uma análise típica, !5mL de uma solução aquosa con- 
tendo uma quantidade desconhecida de acetílcolina ti- 
nha pH de 7,65. Quando incubada com a acetikolineste- 
rasé, o pH da soluçào diminuiu para 6,B7. Considerando 
que nâo havia nenhum tampão na mistura de ensaio, 
determine o número de moles de acetílcolina nos 15mL 
da solução desconhecida. 

4. Balanço osmótko em um sapo marinho, O sapo co- 
medor de caranguejo, Ratta ccmcrivora , do sudoeste da 
Asia, nasce e cresce em água doce, oras procura por seu 
alimento em mangues pantanosos costeiros (que contêm 
90% de água salgada). Consequentemente, quando o sapo 
se move da água doce para a água do mar, experimenta 
uma grande mudança na osmolar idade de seu ambiente 
(de hipotõnico para hipertónico). 

(a) A água do mar a 86% contém NaCl 460mM, KG 
lOrnM, CaClj IQmM e MgCl> 50mM- Quais sáo as con- 
centrações das várias espécies ióniess nessa água do mar? 
Considerando-sc que esses sais representam praticamen- 
te quase todos os solutos na água do mar, qual é a osmo- 
laridade dessa água? 

(b) A tabela a seguir mostra a concentração citoplas- 
m ática dos ions no Rirrjn cancrivora. Ignorando a presen- 
ça de proteínas, aminoáddos, ácidos nucléicos e outros 
pequenos metabólitos dissolvidos, qual é a osmolaridade 
das células do sapo, baseando-se somente nas concentra- 
ções iônkas dadas na tabela? 

Na* K + Cl' Ca í+ Mq 1 * 

jmM) jmM) (mM) (mM) (mM) 

flana eanmvora 122 10 iQQ 2 i 


CH, 

I ' 

HO — CHí — 'CH t — N — CH-, + CHi— C— a + H 
CHi O 


Colina 


Acetato 


(c) Similar mente aos outros sapos, o sapo comedor 
de caranguejo pode trocar gases através da sua pek per- 
meável, o que permite que ek fique sob a água por lon- 
gos períodos, sem respirar. Como a alta permeabilidade 
da pek do sapo afeta suas células quando ck se move da 
água doce para a água do mar? 


(d) O sapu comedor de caranguejo usa dois mecanismos 
para manter suas células em balanço asmótico com seu 
meio ambiente, Primeiro, pertniie que as concentrais- de 
E4a + e Cl" aumentem vagarosamente* à medida que os tons 
difundem através de seus gradientes de concentrado. Se- 
gundo* tal como muitos elasmobrlnquios (tubarócs)* ele 
retém a uréia* um pruduto de excreção* em suas células, A 
adição de NaCi c uréia aumenta a osmolaridadc do citosol 
até um valor aproximadamente igual ao do meio ambiente. 



Os compostos mostrados a seguir são mais solúveis em 
solução aquosa de NaOH 0* I M ou de H0 0, LM? {Os pró- 
tons dissociáveis são mostrados cm vermelho.) 



lon piridina 
pKi * 5 

U> 


or 

P-nafto] 
p K È v 10 

(b) 


Uréia (CHjNjO) 

Considerando que o volume de água em um sapo típico 
é lOOmL* quantos gramas de NaCl (fórmula grama, (FG) 
58*44) o *sapo necessita para deixar seus tecidos isotóni- 
cos em relação á água do mar? 

(e) Quantos gramas dc uréia (FG 60) ele deve reter 
para realizar a mesma coisa? 


CH V 

H 


if N ü— ch 3 


OH 


N-acetiltirosina metil éster 

P K, * 10 


5, Propriedades de um tampão- O aminnácído glicina é 
frequentemente empregado como o principal ingredien- 
te de um tampão em experimentos bioquímicos, O gru- 
po amino da glicina* que possui um p K à de 9,6, pode exis- 
tir tanto na forma protonada ( — NHÍ) como na forma 
dc base livre ( — NHj) devido ao equilíbrio reversível; 

R— KH; R— NHj + H + 


íc) 

7. Tratamento do exantema provocado pela bera vene- 
nosa. Os catecúis substituídos que apresentam longas 
cadeias alqutlicas s|o os componentes da substância irri- 
tante produzida pela hera venenosa e pelo carvalho ve- 
nenoso* e, quando em contato com a pele* produzem um 
exaolema característico. 


(a) Em que intervalo de pH a glicina pode ser empre- 
gada como um tampão efetivo devido a seu grupo amino? 

(b) Em uma solução de glícina Q,1M e em pH 9, que 
fração de glicina possui seu grupamento amino na for- 
ma — NHÍ? 

(c) Que volume de KQH 5M deve ser adicionado a II 
dc glicina 0*lM cm pH 9„ para trazer o pH de volta para 
o valor 10? 

(d) Quando 99% de glicina na forma de — NHj, qual 
é a relação numérica entre o pH da solução e o pÃ' a do 
grupo amino? 

6. O efeito do pH na solubilidade. A sua natureza polar e 
a propriedade de formar pontes de hidrogênio tomam a 
água um excelente solvente para as espécies tónicas (car- 
regadas) dissolvidas. Contrariamente, as moléculas or- 
gânicas não -ionizadas e não -polares, como o benzeno, 
são relativamente insolúveis em água. Em princípio, a 
solubilidade de todos os ácidos e bases orgânicos cm agua 
pode ser aumentada pela conversão das moléculas cm 
espécies carregadas. Por exemplo* a solubilidade do áci- 
do benzóico em água é pequena. À adição de bicarbona- 
to de sódio deva o pH da solução e o ácido benzóico 
dissocia-se formando o íon benzoato, que é muito solú- 
vel em água. 

G L " g u 

Acido benzóico lon benzoato 

pJÇ fl *5 



pít n a B 


Se você fosse exposto ã hera venenosa, qual dos trata» 
mentos a seguir você aplicaria á área afetada? Justifique 
sua escolha. 

(a) Lavar a área com água fria. 

(b) Lavar a área com vinagre diiuído ou suco de Limão, 
íc) Lavar a área com água e sabân. 

(d) Lavar a área eum água, sabão e bicarbonato dc sódio. 

fl, O pH e a absorção de drogas. A aspirina é um áddo 
fraoo cujo píQ é 3,5. 



Ela é absorvida pelo sangue através das células que co- 
brem a superfície do estômago e intestino delgado. A ab- 
sorção requer a passagem através da membrana piasmá- 
tica e a sua velocidade é determinada pela polaridade da 
molécula; as moléculas carregadas e alta mente polares 
atravessam a membrana vagarosamente, enquanto as hi- 
drofóbicas neutras atravessam-na rapidamente. O pH do 
suco gástrico é da ordem de 1,5 e o pH do intestino del- 
gado é cerca de 6. A aspirina é absorvida pela corrente 
sangüinea a partir do estômago ou do intestino delgado? 
Justifique claramente sua resposta. 
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9, Preparo de uma solução-tampão padrão para a cali- 
tmrçào de um pH melro. O elétrodo de vidro usado nos 
pHmetros comerciais fornece uma reiprala elélrica pn> 
pLirciona] ã concentração do {ona hidrogénio. Para con- 
verter essas respostas em pH, os elétrodos de vidro de- 
vnM ser calibradas com umi solução - tampão pad rio cuia 
concentração de H" e conhecida. Deiermme a musa, 
cm gramas, do fosfato diãcido de sódio ( SiH : PO,; H*0; 
FC* I31M11 i e a do fosfato monoéctdode iddio | Sa : HP0 4 ; 
K"» l4l.9S> necessária para preparar 1L de um la m pio- 
padrão de pH 7, com uma concentração lota] de fosfato 
dtfUlMwjaFfel-M). 

10. Controle da pH do sangue pela velocidade da ro 
piração 

(a) A pressão parcial do COi nos pulmões pode variar 
rapidamente por me» da veioctdjde e da profundidade 
da respiração. Por exemplo, uma providência comum para 
aliviar soluços é aumentai a concentração de CG : nos 


pulmões. Isso pode ser conseguido pe]a suspensão da res- 
piração ou por meio de uma respiração muito vagarosa c 
superficial (hipovcntiliçlD) Ou respirando dentro de um 
saco de papel. Em tais condições, ■ pressão parcial do 
CO; no espaço aéreo dos pulmões aumenta acima do 
normal. Explique quahtalivamenle o efeilo desses proce- 
dimentos no pH sanguíneo 

fb) Um a priiiça Cófmrfn dm rilelas espetiaUstas em 
anndu de curta distância i respirai rápida e pmfanda- 
rrtémt fhipefwnülaçto) poi ttfca de nu» nwmtn para 
remover dCOj dos pulmões, imediatameme ames de uma 
arremetida de 100m_ O p H dó sangot pode «Jxr aié 7,A 
EtpUque por que o pH do sangue sobe 

U) Durante unta comdi de curta distância, os mús- 
culos produzem uma grande quantidade de ndo lácti- 
co {CH jCHí OHJCOOH. K, - 1.34 * UT*] a partir dc 
seus estoques de gjkutr, Em vuta desse faio. por que uma 
hiperventQaçio pode ser utd antci da comdaí 
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Parte II 

Estrutura e Catálise 


5 Àmtnoácidos, Peptldeos e Proteínas 

6 Estrutura Tridimensional das Proteínas 

7 Funções das Proteínas 
« Enzimas 

9 Carboidratos e GNcoconjugados 

10 Nucleotídeos e Ácidos Nudékos 

11 Üpfdíos 

12 Membranas Biológicas e Transporte 

13 Biossinaliiaçáo 

Ni Parte I, ressaltamos o contraste entre a compleitidatle da estrutura e das à* «tomo 

fimçôes das células vivas, com a relativa simplicidade das unidades mono- um d» cíi*m- 

mérkas com u quais sào construídas as enzimas, agregados supramoleeu- & ™ nlieottot 

km t argandas celulares. A Parte II é dedicada ao estudo da estrutura e da 
ámçâc das ciasses principais de constituintes celulares os aminoáddos e as 
potdnas (Capítulos 5 a 8). os açúcares e os polissacaiideos (Capitulo 9J, os 
nudeatideos e os ácidos nucléta» (Capitulo IGJ. os ácidos graxos e os lipí- 
dios (Capitulo 11 ) e, ftnalmentc, as membranas e as proteínas de membrana 
(nvoividji na Uansduçio de sinais (Capítulos 12 e 13]. Em cada um dos 
casos, começa remos considerando a estrutura covaknte das subunidades sún- 
pks íaminoácidos, roonossatandeus. nucleotídeos e ácidos graxosL Essas su- 
bcmidades sáo a parte principal da linguagem bioquímica; adquirir famihan- 
dftde com elas é um pré- requisito para a compreensáo dos tópicos mais avan- 
çados discutidos neste livro, bem como da interessante literatura bioquímica 
que está em crescimento cada vez mais rápido. 

Depois de descrevermos a química da estrutura covalente das unidades 
mofioméricas, consideraremos a estrutura das macro moléculas e dos comple- 
em sup ramoleeu lares dehs derivados, Um tema dominante será aquele das 
macromoléculas polimérlco* existentes nos sistemas vivos, as quais, embora 
muito grandes, são entidades quimicai alta mente ordenadas, cnm sequências 
específicas de subunidades monoméricas dando origem a estruturas discretas 
que desempenham funções específicas, Esse tema fundamental pode ser dividi- 
do em três princípios inter-relacionados; (1) a estrutura singular de cada ma- 
cpomolécula determina a sua função; (2) as interações náo-cova] entes desem- 
penham um papel critico na estrutura e na funçáa das macromoléculas; (3) as 
seqüências específicas das subunidades manomérkas, nas macromoléculas po- 
liméricas, sáo as portadoras da informação, e sabre elas está apoiada a ordem da 
qual depende o estado vivo, 

A relação entre estrutura ç funçflo é espedalmenie evidente nas proteínas, 

$& quais exibem uma extraordinária diversidade de Funções, Uma seqüência 
poiimérica particular de amínoáddos produz uma estrutura fibrosa forte en- 
contrada na lã e no cabelo; uma outra seqüência produz uma proteína que trans- 
porta o oxigênio no sangue, enquanto uma terceira seqüência pode ligar-se a 
outras proteínas e catalisar a quebra das ligações, químicas existentes entre seus 
ajninoácidus, Da mesma forma, as funções especiais dos polissacarfdeos, ácidos 
midêicos e lipídios podem ser compreendidas como uma manifestação direta 
das suas estruturas químicas, com sua$ subunidades monoméricas caracterlsti- 


cas unida» em precisos polímeros funcionais. Os açúcares, unidos entre si, trans- 
fomtam-sc em substâncias que são verdadeiros estoques de energia, ou 3 em 
outros casos, em fibras estruturais l os nudeotídeos polimerizados formam o 
DNA ou o RMA, códigos estruturais necessários para a construção de todo um 
organismo, e os lipídios agregam-se para formar membranas, O Capítulo 13 
unifica i discussão das funções das btomoléculas, descrevendo a maneira pela 
qual sistema* específicos de sinalização podem regular « atividades das híomo- 
letuiis no interior de uma célula e entre o* diferentes órgãos, a fim de manter a 
homeoslase de um organismo. 

À medula que caminhamos das unidades monomérica* para os polímeros 
cada vez maiores, o foco químico muda das interações covil entes para as inte- 
rações náo-covaJentci A natureza covalente das subumdades monoméricas e 
das ligações que as conectam em polímeros coloca fortes restrições sobre as 
possíveis formas a serem assumidas pelas moléculas grandes. São, portanto, as 
numerosas interações não-covalentes que ditam a conformação nativa estivei e 
permitem a flexibilidade necessária para o excretem da função biológica dessas 
macromolécula*. Veremos que a* interações nlo-covalente-s são essenciais paca 
a força catalítica das enzimas, para a interação crítica do$ pares complementa- 
res de bases noi ácidos nurfékos, para o arranjo c propriedades dos lipídios em 
membranas e para a interação de um hormônio ou fator de crescimento com 
seu receptor de membrana. 

O princípio de que as sequências das subun idades mon américas são ricas 
em informação aparece completo no Capítulo 10, na discussão sobre os áridos 
nudéicos. Entretanto, as proteínas e alguns polímeros curtos de açúcares (oli- 
gossacarídeos) também sào moléculas ricas cm informação. A seqüência de 
aminoácidüs é um tipo de informação que dirige o enovelamento da molécula 
de proteína em uma estrutura tridimensional única, e, em última instância, 
determina a função dela. Alguns oligossacarldeos também têm sequências úni- 
cas e estruturas tridimensionais singulares que podem ser reconhecidas por 
outras macromoléculas. 

Para cada classe de moléculas, encontramos sempre uma hierarquia estni- 
tural similar, na qual subunidades de estruturas fixas são conectadas por liga- 
ções de flexibilidade limitada, para formar macromoléculas com estruturas tri- 
dimensionais determinadas por interações nâo-covaJemes, Essas macromolé- 
culas interagem, então, entre si, para formar estrutura* supra moleculares e 
organeUs que possibilitam a uma célula realizar suãs ds versas funções metabó- 
Ika*. A* moléculas descritas na Parte 1T são, em seu conjunto, a “substância” da 
vida, Começamos, agora, a estudar os amínoiridos t as proteínas. 
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CAPITULO 5 


Aminoácidos, Peptídeos e Proteínas 


As- proteínas são as macro moléculas mais abundantes nas célu- 
las vivas. Elas ocorrem em todas as células e em todas as partes 
destas. As proteínas também ocorrem em grande variedade; mi- 
lhares de diferentes tipos, desde peptídeos de tamanho relativa- 
mente pequeno até enormes polímeros com pesos moleculares 
na faixa de milhões, podem ser encontrados em uma única célu- 
la. Ainda mais, as proteínas também exibem uma grande diver- 
sidade de funções biológicas* sendo os produtos finais mais im- 
portantes das vias de informação, discutidas na Parte IV deste 
livro. Em um sentido* elas são os instrumentos moleculares por 
meio dos quais a informação genética é expressa. Assim, é apro- 
priado começar o estudo das imcromoléculas biológicas pelas 
proteínas, cujo nome vem da palavra grega prütos que significa 
K a primeira" ou a "mais importante" 

As suas subunidades monoméricas relativamente simples 
fornecem a chave para a estrutura de milhares de protdnas dife- 
rentes. Todas as proteínas, sejam das linhagens mais antigas de 
bactérias, sejam das formas mais complexas de vida, são cons- 
truídas com o mesmo ubíquo conjunto de 21) aminoácidos, li- 
gados covaien temente em sequências lineares características. Em 
virtude de cada um desses aminoácidos ter uma cadeia lateral dis- 
tintiva, a qual determina as suas propriedades químicas, esse gru- 
po deãü moléculas precursoras pode ser considerado como o al- 
fabeto com o qual a linguagem da estrutura proteica é escrita. 

O mais notável á que as células podem produzir proteínas 
com propriedades e atividades extraordinariamente diferentes, pela 
SflUliãO dos mesmos 20 aminoácidos cm muitas combinações c 
seqüéncias diversas. À partir desses blocos formadores, os dife- 
rentes organismos podem sintetizar produtos Larga mente dife- 
rentes entre si* como enzimas, hormônios, anticorpos, transpor- 
tadores, músculos* proteínas do cristalino do olho* penas de pás- 
saros, tetas de aranha, chifres de rinoceronte, proteínas do leite, 
antibióticos, venenos de fungos e uma miríade de outras substân- 
cias, cada uma delas exibindo atividades biológicas características 
(Fig, 5-1 ), Entre esses produtos pmtéicos, as enzimas sáo os que 
apresentam maior variedade e especialização. VLrtualmente, to- 
das as reações celulares são catalisadas por enzimas, 

À estrutura e a função das proteínas é o tópico para este e os pró- 
ximos très capítulos. Iniciaremos com uma descrição das proprieda- 
des químicas fundamentais de aminoácidos, peptídeos e proteínas. 

Aminoácidos 

As proteínas são polímeros resultantes da desidratação de amíno- 
áddos, e cada resíduo de aniinoãcido liga-se a seu vizinho por um 
tipo específico de ligação covaien te. (O (ermo "resíduo” reflete a 
perda dos elementos químicos da água, quando um aminoácido é 
unido a outro, } As proteínas podem ser reduzidas a seus aminoá- 
cidos constituintes (hidrolisadasj por uma variedade de métodos, 
e os primeiros estudos sobre as proteínas localizaram, naturalmente* 
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Figura 5-1 - Algumas funções das proteínas, (a) A luz produzida por 
vaga-lumes é resultante de uma reação que envolve a proteína ludferina 
e o ATP: essa reação é catalisada pela enzima luciferase (veja Adendo 14- 
3). (b) Os entródtos contém grandes quantidades da proteína transpor- 
tadora de oxigênio, a hemoglobina, (c) A proteína queratina é produzida 
por todos os animais vertebrados. Ela è 0 principal componente estrutu- 
ral dê cabelo,, unhas, chifres, lã, escamas e penas. Ü rinoceronte negno 
selvagem está em extinção, em virtude dos mitos existentes em algumas 
partes do mundo de que o pó obtido de seus chifres tem propriedades 
afrodisíacas. 14a realidade, suas propriedades químicas não diferem em 
nada das do pó obtido dos chifres bovinos ou das unhas humanas. 



os aminoácidos delas derivados, O primeiro aminoácido desco- 
berto nas proteínas foi a asparagina, em 1 806. O último dos 20 h a 
treonina, somente foi identiâcado em 1938. Todos os aminoáci- 
dos têm nomes triviais ou comuns; em alguns casos, esses nomes 
triviais foram retirados da fonte de que foram isolados pela pri- 
meira vez. A asparagina foi encontrada primeíramente no aspar- 
go; o ácido glutámico foi encontrado no glúten do trigo; a timsina 
foi isolada primeiro do queijo (assim, o seu nome é derivado da 
palavra grega tyros, “queijo”). A glidna (do grego glykos, “doce”) 
foi, assim, nomeada em virtude de seu sabor adocicado. 


COO- 
HjN— H 
R 

Figura 5-2 - Estrutura geral dos aminoáddos encontrados em pro- 
teínas. Esta estrutura é comum a todos os íi-aminoâodos das proteínas, 
exceto um (a prolina, um aminoácido cíclico, é a exceção). O grupo R ou 
cadeia lateral {em vermelho) ligado ao carbono a (em azul) è diferente 
em cada um dos aminoàodos. 


Os aminoácidos têm características 
estruturais comuns 

Todos os 20 aminoácidos encontrados nas proteínas são a-ami- 
noãcidos. Eles têm um grupo carboxilã e um grupo amino, liga- 
dos ao mesmo átomo de carbono (o carbono a) (Fig. 5-2). Di- 
ferem entre sJ por suas cadeias laterais ou grupos R, os quais 
variam em estrutura, tamanho e carga elétrica e influenciam a 
solubilidade do aminoácido em água. Os 20 aminoácidos das 
proteínas são freqü entemente referidos como os aminoácidos 
primários para distingui -los das aminoácidos menos comuns, 
que são resíduos modificados no interior das proteínas, depois 
que estas são sintetizadas, * de muitos outros tipos de aminoá- 
cidos presentes nos organismos vivos, porém não nas proteínas. 
Os aminoácidos primários, por convenção internacional, têm 
sido designados por abreviações de três letras (derivadas de seus 
nomes na língua inglesa) ou por um símbolo de uma única letra 
(Tabela 5-1); ambos usados como abreviaturas para indicar a 
composição e a sequência dos aminoácidos nas proteínas. 


Duas convenções, que acarretam na prática uma certa con- 
fusão, são utilizadas para identificar as carbonos de um amino- 
ácido. Os carbonos adicionais em um grupo R são designados 
por p, y, 5, e etc. e, assim, são nomeados a partir do carbono a. 
Para a maioria das outras moléculas orgânicas, os átomos de 
carbono são simplesmente numerados a partir de uma ejctremi- 
dade, com maior prioridade para os carbonos com sub&tituin- 
tes que contêm do átomos com os números atômicos mais ele- 
vados, Por esta última convenção, o grupo c&rbuxila de um ami- 
noácido seria C-l, e o carbono a, C-2, Em alguns casos, tais 
como nos aminoácidos com grupos R heterodclícos, o sistema 
que utiliza letras gregas é ambíguo, por esse motivo, utiliza-se a 
convenção numérica. 


ÇDj“ 

+ NH> 
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Tabela 5-1 - Propriedades a convenções associadas com os amlnoAddt» primários 






Valores de p K 





Aminoácido 

Nomes 


M, 

ptfi 

pKit 

PK* 

FU 

Indica 

Ocorrência 


abreviados 


(— COOH) 

(-NHÍ) 

(grupo R) 


bidropático* 

nas proteínas (%) 

Grupos R alifáticos. 
não-polares 










Glidna 

Giy 

G 

75 

2,34 

9,60 


5,97 

-0,4 

7,2 

Ala nina 

Ala 

A 

89 


9,69 


6,01 

1,8 

7.8 

Prolina 

Prc 

P 

115 

1,99 

10,96 


6,43 

1,6 

5,2 

Va li na 

Vai 

V 

117 

2,32 

9,62 


5.97 

4,2 

6,6 

Leucina 

Leu 

L 

131 

2,36 

9.60 


5,93 

3,3 

9,1 

Isoleudna 

lie 

1 

131 

2,36 

9,63 


6,02 

4,5 

5.3 

Metionina 

Met 

M 

149 

2,23 

9,21 


5,74 

1,9 

2.3 

Grupos R aromáticos 










Fcn-lalanlna 

Phe 

F 

165 

t.83 

9,13 


5.43 

2,3 

3,9 

Tirasina 

Tyr 

Y 

181 

2,20 

9,11 

10,07 

5,66 

1,3 

3,2 

Triptofano 

Trp 

W 

204 

2.33 

9,39 


5,89 

-0,9 

1,4 

Grupos R nio-carregados, 
mas polares 










Serina 

Ser 

S 

105 

2,21 

9.15 


5,63 

-0,8 

5,8 

Tneonina 

Thr 

T 

119 

2.11 

9.62 


5,87 

-0,7 

5,9 

Cisteina 

Cys 

C 

121 

1.96 

10,28 

3,13 

5,07 

2,5 

1.9 

Asparagina 

Asn 

N 

132 

2,02 

3,80 


5,41 

-3,5 

4.3 

Glutamina 

Gin 

Q 

146 

2,17 

9,13 


5.65 

-3,5 

4,2 

Grupos R carregados 
positivarnente 










Usina 

Lys 

K 

146 

2,13 

3,95 

10,53 

9,74 

-3,9 

5.9 

Histdina 

His 

H 

155 

1,82 

9,17 

6,00 

7,59 

-3,2 

2.3 

Anginína 

Arg 

R 

174 

2,17 

9,04 

12. 4Ô 

10,76 

-4 r 5 

5,1 

Grupos R carregados 
negativa mente 










Aspartato 

Asp 

□ 

133 

1,33 

9,60 

3,65 

2,77 

-3,5 

5.3 

Glutamato 

Giu 

E 

147 

2,19 

9,67 

4,25 

3,22 

-3,5 

6.3 


* Uma escala que combina hidrofobicida-de e hidrofilia dos grupos R, pode ser empregada para predizer quais anrifncácidos serão encontrados em um ambiente 
aquoso (valores negativos) ou ern um ambiente hidrofúbico (valores positivos). Veja Capítulo 12. Retirado de Kyte J & OooNttte RF. (1932)/ VTot Bioi. 157. 1 05-132. 
f Ocorrência média calculada empregando-se valores de mais de 1 .150 proteínas. Retirado de Doclittle RE- (1989) Redundâncias in protem sequer ces. In Predictian 
ofprotçin Stfuctwe and thç prinàptes of Protein Confomation {Fasman GD, ed), Plemim Press, NV, pp. 599-623. 
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HjN' 



cn, 

L-Al&itina 



CHj 

D -Alan ma 


ít) 


<jOO" ^OO" 

H 3 N— C— H H— C— NH, 

CHs CH, 

L-Alanina p-Alanina 

(b) 


<^GCr ^Üí_V 

H S N— (j:— H H — — NHi 

CH, CH, 

L- Alanina D- Alanina 

{c) 


Figura 5-3 - lítereaisomeria nos a-aminoárido$ {a) Os do* estereasômeros da alanma, L e D-alanina, são imagens especulares não^uperponíveis 
(enantiômeros). (b) ê (c) Duas convenções diferentes para mostrar as configurações espaciais dos estereoisômeros. Nas fórmulas em perspectwa (b), as 
ligações em forma de cunha projetam -se para a frente do pJano do papel, as ligações representadas por linhas pontilharias projetam-se para trás deste 
plano. Nas fórmulas em projeção (t), as ligações horizontais sáo assumidas como projetadas para a frente do plano do papel, as ligações verticais, para 
a parte de trás deste plano. Entretanto, as fórmulas em projeçõo são frequentemente usadas ao acaso, sem intenção de exibir uma configuração 
estereoqaimiça específica. 


Para todos os aminoáddos primários, exceto a glicina, o 
carbono a liga-se a quatro grupos substitulntes diferentes: um 
grupo cartxndla* um grupo animo, um grupo R e um átomo de 
hidrogênio (Fig. 5-2; na glicina, o grupo R ê outro átomo de 
hidrogênio). O átomo de carbono a é * assim, um centro quiral 
(veja Fig, 3-9). Por causa do arranjo tetraédrico das orbitais de 
ligação ao redor do carbono a dos aminoáddos, os quatro dife- 
rentes grupos substituintes podem ocupar duas disposições es- 
padais distintas, e estas são, entre si, imagens especulares não- 
iuperponíveis (Fig; 3-3). Essas duas formas representam uma 
classe de estereoisômeros, chamada de enantiômeros (veja Fig. 
3-10). Todas as moléculas com centros quirais são também op- 
tic arn.cn (c ativas, isto é, podem girar a luz pJano -polarizada (veja 
Adendo 3-1), 

Uma nomenclatura especial foi desenvolvida para especi' 
ficar a configuração absoluta dos quatro substitulntes no áto- 
mo de carbono assimétrico. Às configurações absolutas de açú- 
cares simples e amínoácidos são especificadas pelo sistema D, 
L (Fig, 5-4), baseado na configuração absoluta do açúcar de 
três carbonos, o gliceraldeído. Essa convenção foi proposta por 
Emil Fischer em 1891, (Fischer conhecia os grupos em torno 
do carbono assimétrico do gliceraldeído, mas não tinha idéia 
de sua configuração absoluta; sua suposição foi mais tarde con- 


L CBO 

2 1 

HO— X— H 

J 

J CH : QH 

CHQ 

H— Ç— OH 

CH;OH 

L-Glkeraldeldo 

□ -Gliceraldeído 

COO 

COO' 

£ 

Hj^í— C— H 

i 

H— r-NH, 

CH, 

CH* 

L- Alanina 

D- Alanina 


figura 5-4 - Relacionamento estérico entre os estereoisômeros de 
alanina e a configuração absoluta do l e o-gliceraldeido Nestas 
fórmulas em perspectiva, os carbonos são alinhados vertical mente, com 
o átomo quiral nocentro. Os carbonos nessas moléculas são numerados, 
iniciando-se pelo grupo aldeído ou carboxila de uma extremidade (em 
vermelho), de t a 3, de cima para baixo, conforme mostrado. Quando 
apresentado dessa forma, □ grupo R do aminoáddo (neste caso, o grupo 
meti la da alanina) está sempre abaixo do carbono a. Os L-aminoãcidos 
são os que apresentam o grupo a-a mino à esquerda e os D-aminoácidos 
OS qur □ têm à direita. 


firmada por análise» de di fração de raios X). Para todos os com- 
postos quirais, os estereoisômeros com configuração semelhan- 
te à do L- gliceraldeído são denominados L, e os estereoisômeros 
assemelhados ao D-glíceraldeído são designados D. Os grupos 
funcionais da L -alanina assemelham -se aos do L-gliceraldeído, 
podendo ser convertidos um no outro por reações químicas. 
Assim* o grupo carboxila da L- alanina ocupa a mesma posição 
em torno do átomo de carbono quiral que o grupo aldeído do 
L-gliceraldeído, e um aldeído pode ser facilmente convertido 
(oxidado) em um grupo carboxila. Historicamente, as desig- 
nações semelhantes l e d foram usadas para levorrotatório (pro- 
voca a rotação da luz para a esquerda) e dextrorrotatório (pro- 
voca a rotação da luz para a direita) (veja Adendo 3-1). Entre- 
tanto, nem todos os L- aminoáddos são levorrotatórios* e a 
convenção mostrada na Figura 5-4 foi necessária para se evitar 
possíveis ambigüidades com respeito à configuração absoluta. 
Pela convenção de Fischer, L e D referem-se apenas à configu- 
ração absoluta dos quatro substítuintes em torno do carbono 
quiral. 

Outro sistema para especificar a configuração em tomo de 
um centro quiral é o sistema RS (explicado no Capítulo 3), que 
é usado na nomenclatura sistemática de química orgânica e des- 
creve de forma mais precisa a configuração de moléculas com 
mais de um centro quiral. 

Os resíduos de aminoáddos nas 
proteínas são L-estereoisômeros 

Quase todos os compostos biológicos com centro quiral ocor- 
rem naturalmente em apenas uma forma estereo isomérica, dou 
L. Os amínoácidos nas moléculas protéícas são sempre L-este- 
reoisòmeros. Os D-aminoácidos foram encontrados apenas em 
pequenos peptídeos da parede de células bacterianas e em al- 
guns peptídeos que agem como antibióticos, 

É notável que os aminoáddos das proteínas sejam todos L- 
estereoisómeros. Como observamos no Capítulo 3, quando com- 
postos quirais slo formados por reações químicas comuns* re- 
sulta uma mistura racêmica dos isômeros DeL Embora as for- 
mas D e L de moléculas quirais sejam difíceis de ser diferenciadas 
e isoladas por um químico, para um sistema vivo, são tão dife- 
rentes como a mão direita c a esquerda. A formação de subes- 
truturas repetitivas estáveis nas proteínas (Capítulo ó) requer, 
geralmente, que seus aminoáddos constituintes pertençam a 
uma série estereoquímica. ás células podem, sintetizar especifi- 
camente os isômeros I. dos aminoácidos, porque os sítios ativos 
das enzimas são assimétricos* o que leva à estereoespecificidade 
das reações por des catalisadas. 
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Os aminoácidos podem ser 
classificados pelos seus grupos R 

Uma boa compreensão das propriedades químicas dos aminoá- 
cidos primários é fundamental para o entendimento de grande 
parte da bioquímica* Este tópico pode ser simplificado pelo agru- 
pamento dos aminoácidos em cinco classes principais* tendo 
como base as propriedades dos seus grupos R (Tabela 5 - 1, p. 9Ü), 
em particular sua polaridade, ou tendência para interagir com a 
água em pH biológico (pH próximo a 7). A polaridade dos gru- 
pos R varia amplamente* desde um comportamento totalmente 
não- polar ou hidrofóbito (insolúvel em água) até um altamente 
polar ou hidrofllico (solúvel em água)* 

As estruturas dos 20 aminoácidos primários são mostradas 
na Figura 5-5 e muitas de suas propriedades estão elencadas na 
Tabela 5-1. Em cada classe, existe uma graduação de tamanho, 
polaridade e forma dos grupos R. 

Grupos R não-polares e a lif áticos. Os grupos R nessa 

classe de aminoácidos são hidrofóbicos e não-polares* As volu- 
mosas cadeias laterais de alanina, valina, Jeucina e isoleucina* com 
suas formas características, são importantes na estabilização da 


estrutura das proteínas pela promoção de interações hidrofóbicas 
em seu interior, A glícina é o aminoácido de estrutura mais sim- 
ples* Embora seja formalmente apoiar, sua cadeia lateral, muito 
diminuta, não contribui efetivamente para a existência de intera- 
ções hidrofóbicas, A metionína, um dos dois aminoácidos que 
contêm enxofre, possui um grupo tioéter em sua cadeia lateral A 
prolina possui uma estrutura cíclica distintiva* O grupo amino 
secundário (imino) dos resíduos de Pro é mantido em uma con- 
formação rígida que leva à redução na flexibilidade estrutural 
de regiões polipeptídicas que contêm prolina. 

Grupos R aromáticos* A fenilalanina, a tirosina e o triptofa- 

no, com suas cadeias laterais aromáticas, são rdativamente apoiares 
(hidrofóbicos). Todos podem participar de interações hidrofóbi- 
cas, O grupo hidraxila da tirosina pode formar pontes de hidrogé- 
nio e, por isso, atua como um grupo funcional importante na ativi- 
dade de algumas enzimas. A tirosina e o triptofano são significati- 
vamente mais polares que a fenilalanina, em virtude do grupo 
hidroxila da tirosina e do nitrogênio do anel indo! do triptofano. 

O triptofano, a tirosina e, com menor intensidade, a fenila- 
lanina absorvem luz na região ultravioleta do espectro (Fig* 5-6 


GmpOS R nãu-polares é àlifálicm 
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Grupos R carregados negativamente 
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Asparlalo Glutamato 


Figura 5-5 - Os 20 aminoâddos primários das proteínas As fórmulas estruturais mostram o estado de ionrzaçáo que predomina em pH 7. As partes não- 
sombreadas são comuns a todos os aminoácidos; as áreas sombreadas em vermelho são os grupos R. Embora o grupo R da hrstidina seja mostrado como 
sendo não-carregado, seu pK, (veja Tabela 5-1) mdica que uma pequena, mas significativa, fração desses grupos está poativamente carregada em pH 7. 
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Compn mento át ond» (tim) 

Figuro 5-í - Absor b ã noa da kjz uttrovkj**u pelos amim aêçKfas aro 

mi ticos Comparsa entre os «pectros de absorção 4a luz dos arruno- 
áodos aromáticos triptofano e tirosina em pH 6. Os ammoácidos estão 
presentes em quantidades equi molares {1 □ S M) e em idênticas condições. 
A absorção da lui do triptofano è quatro vezes maior que a da ürasina 
Note que o máximo de absorção para o triptofano e a tirosma ocorre em 
axnçnroenlm de onda pròBmos a 2SQnm A absorção de luz peto ler- 
ceeo aminoAodo aromàlxo. íentalanini jnèo mostrada!, geratanente 
ppuco contribui para as propriedades de absorção kemrwsa das prtrteinas 


e Adendo 5- I K ís&e fato è responsável pdã forte é característica 
absorbãncia da luz petas proteínas no comprimento de onda de 
2SOnm* propriedade muito explorada pebs pesquisadores na ca 
racterizaçáo de proteínas. 

Grupos R nâo-carragadoSj mas pelaras. Os grupos R 
desses amínoácidos sâo mais solúveis em água, ou hidrofilicoâ, 
que os dos aminoácidos não- polares, porque contêm grupos fun- 
cionais que forma m pontes de hidrogênio com a água. Essa das- 
se de ammoáddos inclui serina. [retiniria, cistcin.ii, asparagina e 
glutamina A polaridade da seiina e da tneonina é devida a seus 
respectivos grupos hidroxila; a da cbteína, a seu grupo suliídn- 
la; e a da asparagtna e da ghiumiru, j seus grupos amkta 

Aspjrjgina e gluumma sáú amidas de dois outros aminoá- 
cidos também encontrados em proteínas, aspartato e gluia ma- 
to, respectivameme, aos quais sâo facilmente hidrolisadas por 
ácidos ou bases. A cistdna é facilmente oxidada para formar um 
aminoáddo diroérico, unido covalen temente, chamado de ctsti- 
na, no qual duas moléculas de cisterna estão unidas por uma 
ligação dissulfeto { Fíg. 5-7). Os resíduos unidos por ligações dta- 
sulfeto são fortemente hidrotohko* I apoiares). As ligações dis- 
sulfeto tém um importante papel na estabilização de estruturas 
de muitas proteínas, em virtude da formação dc ligações cova- 
lentes entre diferentes partes de uma molécula protéica ou entre 
duas cadeias proteicas distintas. 


I Adendo 5-1 


Absorção da luz pelas moléculas: a lei de Lambe rt-Beer 


Diversas biomoléculas absorvem a luz em compri- 
mentos dc onda característicos, como é o caso do 
triptofano, que absome a luz com comprimento dc 
onda de 2&Qnm (Fig, 5-éj, A medida da absorção da 
luz, por mdode um especírofotômetro, i usada para 
detectar t idenfificjr moléculas, bem como medir 
suas concentrações em adução. A fração da Luz in- 
cidente absorvida por uma solução cm um dado 
comprimento de onda esti relacionada com a es- 
pessura da camada absorvente (passo óptico) r a 
concentração das espécies que absorvem a luz 
í Fig. 1). Essas duas relações estio Combinadas na 
lei de Lambert-Bctr: 



onde li c a intensidade da luz incidente, fé a inten- 
sidade da luz transmitida, c é o coeficiente de ab- 
sorção mnlár (em unidades de litros/moles-cenlí- 
metro). cé a concentração das espécies absorventes 
< em mtdes/lii ro ), i é a espessura da ca mada (cm cen- 


tímetroi) da amostra que absorve luz. A lei dc Lam- 
bert-Bççr assume que a luz incidente é um feixe 
paralelo e monocromático (com um único compri- 
mento de onda) e que as moléculas do solvente e 
do soluto estão orientadas mieir j mente ao acaso. A 
expressão log (/q//) e denominada absorbinda da 
amostra e designada por A. 

Ê importante notar que cada milímetro de passo 
óptico da solução absorvente, em uma célula dc km, 
absorve não uma quantidade constante, mas uma fra- 
ção constante da luz incidente. Entretanto, com uma 
espessura fixa da camada absorvente, o obsorrvltí. tej A 
í átretamnitt prtjp&ttúnal à c&ttmrnapâu do safuípab- 
fw-veiifr, 

O coeficiente de absorção mol.tr vana com a na- 
tureza do composto absorvente, com o solvente e 
com o comprimento de onda c\ também, com o pH 
da solução, se a espécie absorvente de luz está em 
equilíbrio com um rslado de ionização que possua 
um espectro de absorção difcrenir 


figuro 1 - Os componerties poncipan de um çspec- 
írotoEõmetfo U ma fonte de luz emrte luz com diver- 
sos compnmentos de onda. 0 monocromador sele- 
ciona e transmite a luz em um determinado compri- 
mento de onda a luz monocromática atravessa a 
amostra contida em uma cubei à de passo óptico i e 
t absorvida pela amostra proportionalmente è coo 
Cemração das «péoes absorventes. A tfiterodade 
da luz tranvnrtda ê meOda por um detector 


Intensidade Intensidade 

da i m da Ltu 



Cuheti que contém a amostra édíti 
c (tM es/ litro de espécies absorvente* 
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çh 2 

CH— NH S 


COQ- 

h 3 n— ch 

CHj 


1H* + 2t 

2 tí + 2 r 


çh 2 

CH— 
CO Cr 


figura 5.7 - A formação rever&lvel de uma ligação dissulfsta pela oxida- 
ção de duas moléculas de cisteina. As íigaçôes dissuHeto entre os resíduos 
de Cys estabilizam as estruturas de muitas proteínas. 


Grupos R carregados positivamente (básicos). Os 

grupos R mais hidrofOkos são aqueles que são positiva ou ne- 
gativamente carregados. Os aminoáddos nos quais os grupos R 
têm uma carga positiva liquida em pH 7 são a Usina, a qual tem 
um segundo grupo na posição e da sua cadeia alifática; a argjni- 
na> a qual tem um grupo carregado positivamente, o grupo gua- 
nidino; a histidina, que contém um grupo imidazol. A histidina 
é o único aminoácido primário que possui uma cadeia lateral 
com um p/í a próximo da neutralidade. Hm muitas reações cata- 
lisadas por enzimas, um resíduo de histidina facilita a reação ao 
servir como doador ou aceptor de prótons. 


Grupos R carregados negativamente (ácidos). Os 

dois aminoácidos, tendo grupos R com uma carga líquida nega- 
tiva em pH 7, são o aspartato e o glutamato; cada um deles pos- 
sui na molécula um segundo grupo carboxila. 

Os aminoácidos não-primários também 
possuem importantes funções 

AJém dos 20 aminoáddDS primários, as proteínas podem conter 
resíduos não- primários criados por uma modificação dos resí- 
duos primários já incorporados em um poUpeptídeo (Fíg, 5- 
8a). Entre os aminoácidos não-primários está a 4-hidroxiprolí- 
na, um derivado da prolina, e a 5-hidroxiUsina, derivada da Usi- 
na. A primeira é encontrada nas proteínas da parede celular de 
vegetais, e ambas são encontradas na proteina fibrosa dos teci- 
dos conjuntivos, chamada colágeno, A ó-W-metüisina é encon- 
trada na miosina, uma proteína contrátil do músculo. Outro 
aminoácido não-primário importante é o y-carboxiglu tamnto, 
encontrado na protrombína, uma proteína importante na coa- 
gulação do sangue, bem como em certas proteínas que se ligam 
a íons Ca 14, durante sua função biológica. Mais complexo é o 
aminoácido desmosina, um derivado de quatro resíduos sepa- 
rados de Usina, encontrado na proteina elastina. 

A selenodsteína é um caso especial. Esse resíduo pouco fre- 
qüente é introduzido durante a síntese protéica, em vez de ser cria- 
do por uma modificação pás-sintética. Ele contém selénio em lu- 
gar de enxofre da cisteina. Derivado na verdade da serina, a seleno- 
dsteína é um constituinte de algumas poucas proteínas conhecidas. 
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Aproximadamente 300 aminoácidos adicionais foram en* 
con irados na* células e lém uma grande variedade de funções, 
mas eles nunca aparecem em proteínas. A orniüna e a cilmJina 
(Fig. 5-Sbj merecem uma nota especial, porque são intermedia 
riu importantes na biossintese da arginina (Capítulo 22) € no 
eido da uri ia (Capitulo 18). 

Ds ammóãddos podem agir como ácidos e bases 

Quando um aminoácido é dissolvido em ágpa, de exkte na so- 
luçáo como um km di polar, ou "zwitteriotT (do alemão, 'ion 
tribridcT), como mostrado na Figura 5-9. 


o 

O 

II 

1 

HO— r 

HjK— j— H 
n 

O — c 

HnS— A— H 

R 

Forma nló-iúriita 

Forma jwinerióiiiM 


flfuri S 9 - Fornias nfo-lõnicas e zwitteríõnkaa dos amlnolddo-i 

A toma não-tónica não ocorre em quantidades significativas em sotu- 
çtes aquosas. 0 "jfwmerkm" predomina em pH neutro. 


Um "zwítteríon" pode agir tanto como um ácido (doador de 
prótons}; 

T f 

H— Ç— COO í=± R — — COO" + H 

‘NH* NHj 

"Zwiuerkm" 

quanto como uma base (receptor de prótons): 

M H 

R — c|'— OCK> + H 5=^ R— Ç— COOU 

KHi 4 h, 

*Z»*riner»n* 

As substâncias que exibem essa dupla natureza sâo ditas an fote- 
m c frequentemente chamadas de anfólitos, contração de "de- 
tróbtos infdieros" Um a-aminoácido simples mmocartxwüli* 
co como a alanina é na realidade um ácido diprònco, quando 
está totaJmerue pfotuitado — apresenta dois grupos, o grupo 
“ COOH e o grupo — NH?,que podem se ionizar para liberar 
prótons: 



Cii^Liquidi; *1 0 -I 

Os aminoéridos têm curvas 
de titulação características 

À titulação ácido-base consiste na adição ou na remoção gradual 
de prótons (Capítulo 4). A Figura 5-10 mostra a curva de titula- 
ção da forma diprótka da glicina, A curva apresenta dois está- 
gios distintos, correspodendo à desp roto nação dos dois grupos 
distintos na glicina. Cada um dos dois estágios lembra, na for- 
ma, a curva de titulação de um icido monoprótíco, como o áci- 
do acético (veja Fig. 4-15), e pode ser analisado da mesma ma- 


neira. Em pH muito baixo, a espécie iônica predominante da 
glicina é "HjN — CHj — COOH, a sua forma total mente proto- 
nada, No ponto médio do primeiro estágio da titulação, no qual 
o grupo — COOH da glicina perde o seu próton, estão presentes 
concentrações equimolares da forma doadora de prótons 
(‘H^N— CH Z — COOH) e da forma receptora de prótons 
(*HjN- — CHj — COO"). No ponto médio dc qualquer titulação, 
um ponto de Inflexão é atingido, no qual o pH é igual ao pA\ do 
grupa protonado que esti sendto titulado. Para a glicina, o pH 
no ponto médio é 234, assim o seu grupo — COOH tem um 
píf, (indicado como p K t na Fig. 5- 10) de 234 (lembre-se de que 
no Capitulo 4 fot dito que o pH e 0 pK, são simplesmente nota- 
ções convenientes para a concentração de prótons e a constante 
de equilíbrio de ionização, respectivamente. O p K, é uma medi- 
da da tendência do grupo para cedef o próton, com essa tendên- 
cia decrescendo 10 vezes quando o pÀ, aumenta de uma unida- 
de), À medida que a titulação prossegue, outro ponto impor- 
tante é atingido quando o pH assume o valor 5,97. Ali há um 
outro ponto de inflexão, nu qual a remoção do primeiro próton 
da glicina está essenda Imente completa e a remoção do segundo 
próton apenas começou. Nesse pH, a glicina está presente prín- 
ripalmente como íon d i polar f K *N — CHj — COO". Voltaremos, 
em breve, ao significado desse ponto de inflexão na curva de 
titulação (pi na Fig. 5-10). 


NH> NH, NH 2 

çh 2 5^ |k, JS* |h, 

COOH COO* COO 



Figura 5-IC - Titulação de um «mimoécMo Curva de titulação de 
uma solução de gbema Ü.1M a 25^ As espóoes lOnuas pfióanninantes 
nos pontos critteos da mutação sAo mostradas «ma do gráfico Os retângu- 
los sombreados em vermelho-dano centrados ao redor de pA, = 2.34 e 
pKj - 9.60 indicam as regiões de grande capacidade lamponante. 


O segundo estágio da titulação corresponde à remoção de 
um próton do grupo — NH_; da glicina, Q pH no ponto médio 
desse estágio é 9,60, igual ao p/í 4 (indicado como na Fig. 5- 
10) para o grupo — NHJ, A titulação está completa em um pH 
próximo a 12; nesse ponto a forma predominante da glicina é 
HjN — CHi — COO". 

Da curva de titulação da glicina podemos retirar várias in- 
formações importantes. Primeiro, ela fornece uma medida quan- 
titativa do pK t de cada um dos dois grupos ionizáveis: 2,34 para 


o grupo — COQH e 9,60 para o grupo — NHÍ , Note que o gru- 
po carboxiia da glicina é mais de L00 vezes mais ácido (isto é, 
tem maior facilidade em se ionizar) do que o grupo carboxiia do 
ácido acético, o qual, como vímos no Capítulo 4, tem um p/C* de 
4,76, um valor próximo da média para um hídrocarboneto ali- 
fâtico não substituído. Essa perturbação no p K 9 da glicina é cau- 
sada pela repulsão entre o próton que sai e a vizinhança do gru- 
po amino carregado positivamente no átomo de carbono a, 
como descrito na Figura 5-1 1. As cargas opostas do“zwitterion" 
resultante são estabilizadoras, deslocando o equilíbrio mais para 
a direita* De forma semelhante, o p/C a do grupo amino na glidna 
é perturbado no sentido de uma redução em relação ao p/í* mé- 
dio de um grupo amino. Esse efeito é devido em parte aos áto- 
mos de oxigênio eletronegativos no grupo carboxiia, que ten- 
dem a atrair elétrons independentemente da carga do grupo car- 
boodla, aumentando a tendência de um grupo amino liberar um 
próton. Assim, o grupo a-amino possui um pK a menor que o de 
uma amina alifática como a metilamína (Fig. 5-11). Em suma, o 
pff B de qualquer grupo funcional é intensamente afetado pelo 
seu ambiente químico, um fenômeno algumas vezes observado 
nos sítios ativos de enzimas onde é usado para promover meca- 
nismos de reação extremamente bem adaptados que dependem 
de valores perturbados de pK* de grupos doadores/aceptores de 
prótons em resíduos específicos. 

À segunda informação dada pela curva de titulação da glid- 
na [Fig. 5-10) é de que esse aminoácido possui duas regiões de 
poder tamponante (veja Fig. 4-17). Uma dessas regiões é a por- 
ção relativamente plana da curs a que se estende por aproxima- 
damente uma unidade de pH de cada lado do primeiro valor de 
pJÍ* de 2,34, indicando que a glicína é um bom tampão próximo 
desse pH. A outra região tamponante está centrada em torno do 
pH 9,60, Observe que a glicína não é um bom tampão no pH do 
fluido intracelular ou do sangue, em torno de 7,4. Nas regiões 
támpon antes da glicina, a equação de Henderson-H assei ba ch 
pode ser usada para calcular as proporções de espécies de glicina 
doadoras e receptoras de prótons necessárias para preparar um 
tampão de um determinado pH t 


As curvas de titulação predizem 
a carga elétrica dos amirtoácidos 

Outra informação importante derivada da curva de titulação 
de um aminoácido é a relação existente entre a sua carga elétri- 
ca líquida e o pH da solução. Em pH 5,97, o ponto de inflexão 
entre os dois estágios de sua curva de titulação, a glicina está 
presente predominantemente em sua forma dipolar, totalmen- 
te ionizada mas sem carga elétrica liquida (Fig. 5-10). O pH ca- 
racterístico no qual a carga total é igual a zero é denominado 
ponto isoelétrico ou pH isoelétrico, designado por pl, Pára a 
glicina, que não possui grupos ionizáveis em sua cadeia lateral, 
o ponto isoelétrico é simplesmente a média aritmética dos dois 
valores de pK t 

pT = Y (pKi + p/fi) = y (2,34 + 9,60) = 5,97 

Como é evidente na Figura 5 - 1Q, a glicina tem uma carga elétri- 
ca líquida negativa em qualquer pH acima do seu pl e, portanto, 
mover-se-á em direção ao elétrodo positivo (o ânodo) quando 
colocada em um campo elétrico. Em qualquer pH abaixo do seu 
pl, a glicina terá uma carga elétrica líquida positiva e mover-se- 
á em direção ao elétrodo negativo (o cátodo). Quanto mais afas- 
tado o valor de pH de uma solução de glicina do seu ponto íso- 
elétrico, maior será a carga elétrica líquida da população de mo- 
léculas de glicina. Em pH 1, por exemplo, a glicina existe 
inteira mente na forma + H 3 N — CH 2 — COOH, com carga líqui- 
da positiva de 1. Em pH 2,34, no qual ocone uma mistura igual 
das duas formas H-,N— CH 3 — COOH e f H 3 N — CH ? — COO", 
a carga média ou líquida positiva é 0,5, 0 sinal e a magnitude da 
carga líquida de qualquer aminoácido e em qualquer valor de 
pH podem ser preditos da mesma forma. 

Os aminoá tidos diferem em 
suas propriedades acidobásieas 

Muitos aminoácidos diferentes compartilham propriedades co- 
muns, o que permite algumas generalizações simplificadoras a res- 
peito do comportamento acidobãsico de suas diferentes classes. 
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Figura 5-11 - Efeito do ambiente químico sobre o p/f* Os valores de p pira os grupos ionizáveis dá glicina são menores que 
aqueles para os grupos amino e carboxiia simples, substituídos por grupos metila. Essas perturbações no sentido de uma redução do 
p/f 5 são devidss a interações inttamolecu lares.. Efedtxs semelhantes podem ser causados por grupos químicos posicionados nas 
vizinhanças — par exemplo, no sitio ativo de uma enzima- 
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Todos os aminoácidos com um único grupo a-amino, um 
Único grupo a-carboxila e um grupo R desprovido de grupos 
ionizáveis têm curvas de titulação que se assemelham à da gliri- 
na [Fig, 5- LO). Esse grupo de amlnoácidüà é caracterizado por 
apresentar valores de p K à muito similares, embora não idênti- 
cos: p do grupo — CQOH na região de l ,8 a 2,4 e pK 4 do gru- 
po — NHJ na região de 8,8 a 11 ,0 (Tabela 5* 1 , pág. 90), 

Os aminoácidos com grupo R romzávd têm curvas de titu- 
hçiti mais complexas, exibindo tris estágios correspondentes 
aos três passos de íonizaçúcs possíveis; portanto, eles possuem 
três valores de pK t . O terceiro estágio, correspondente i tirula- 
0o do grupo R, combina-se em alguma extensão com os ou- 
tros dois. As curvas de titulação de dois representantes desse 
grupo, glutamato e histidina, são mostradas na Figura 5-12. Os 
pontos isoelétricos dos aminoícidos nessa classe refletem o tipo 
de grupo R icmizável presente. Por exemplo, o gluiamato tem 
um pi de 32Z consideravelmente mais baixo que o da glirina. 
Uk> é o resultado da presença de dois grupos carboxda os quais, 
na média dos seus valor» de pK ( (322), contribuem com uma 
carga liquida negativa de -1 eesta contrabalança a carga +1 con- 
tribuída pelo grupo animo Da mesma forma, o pl da histidina 
é 739, peá ela possui dois grupos que estão carregados positi- 
wnente quando está pmtonada U média dos valores de pK, 
dos grupos amino e imidazol h muito maior, ítuão, do que o da 
gficiruL 

Outra importante generaliaçio pode ser feiu a respeito do 
«omportamento addobasi co doa 20 aminoãctdoi primários. Sob 
condições gerais de exposição livre e aberta ao mèki ambiente 
aquoso. apenas a histidina tem um grupo R {pK t * 6,0) capaz de 
anui função tamponinte significativa próxima do pH neutro, 
atualmente encontrado nos fluidos intra e intercelulaies da maio- 
ria dos animais e bactérias, Nenhum outro aminoáddD tem a sua 
Cadeia Lateral com um valor de pK, próximo o bastante de pH 7 
pua que possa ser um tampão fisiológico efetivo ( TabeU 5- 1 ). 


Peptídeos e Proteínas 

Agora analisaremos os polímeros de ámmoáçidos, ou se ja, os 
peptídeos e as proteínas. Ol peprideos que ocorrem biologica- 
mente variam muito de tamanho, desde moléculas pequenas 
contendo apenas dois cm três aminoácidos até macromoiéculas 
comendo milhares de aminoácidos, Focalizaremos a seguir as 
propriedades químicas fundamentais desses polimeros. 

Os peptídeos são cadeias de aminoácidos 

Duas moléculas de aminoácidos podem ser unidas covalen te- 
mente por meio de uma ligação amida substituída» chamada de 
ligação peptídica, para formar um dipeptideo, Ta] ligação é for- 
mada por remoção dos elementos da água [desidratação] de um 
grupo o-carbuxila dc um aminoàcido e de um grupo u-amino 
de outro (Fig. 5-1 3). A formação da ligação peptídica é um exem- 
plo de reação de condensação, uma classe de reação muito comum 
nos células vivas. Note que, como mostrado na Kigura 5-13, essa 
reação tem um ponto de equilíbrio que favorece os reagentes, e 
não os produtos. Pára (ornar a reação termodinamicamente mais 
favorável, o grupo carboxila precisa ser quimicamente modificado 
ou ativado, de forma que o grupo hidroxila possa ser eliminado 
mais prontamente, Uma abordagem química desse problema está 
delineada no fim deste capítulo, A maneira biológica de resolver 
o problema da formação da ligação peptídica é o principal tópi- 
ca do Capítulo 27. 

Três âminoácidüs podem ser reunidos por duas ligações pep- 
tídicas para formar um tripeptídeo, da mesma maneira os ami- 




Figura 5-12 - Curvas de titulação do glulamâJü (a) e da talidtna ífai 0 
ptf* do grupo R está designado como p K* 



um nudeõfilo (veja Tabela 3-4), deslocando o grupo hidroxila de outro 
ammoácido (com um grupo R 1 ), formando uma ligaçac? peptídica (som- 
breada em cmza). Grupos a mino são bons nudeõfilos, mas o grupo hi- 
droxila é um mau grupo de saída e não è facilmente dedocado. Em pH 
fisiológico, a reação não ocorre com a formação de quantidades apreciá- 
veis dos produtos 



noácidos podem ser reunidos para formar tetra e pentapeptí- 
deofi. Quando um pequeno número de aminoáddos é reunido 
dessa forma, a estrutura é chamada de oligapeptídeo e, quando 
muitos aminoáddos são reunidos, o produto é chamado de po- 
lipeptideo. As proteínas podem ter milhares de unidades de 
ammoácidos, Embora os termos “proteína” e “polipeptídeos” 
possam ser, algumas vezes, intercambiáveis» as moléculas referi- 
das como polipeptídeos geralmente têm peso molecular abaixo 
de 10,000. 

A Figura 5-14 mostra a estrutura de um pentapeptídeo. 
Como mencionado anteriormente, as unidades de aminoáddos 
de um peptídeo são geralmente chamadas de resíduos [pois cada 
um deles perdeu um átomo de hidrogênio de seu grupo amino e 
a parte hídroxila do seu grupo earboxila). Em um peptídeo, o 
resíduo de aminoácido presente na extremidade que exibe um 
grupo a-amino ê o resíduo aminoterminal (ou JV- terminal}; o 
resíduo na outra extremidade, a que exibe um grupo earboxila 
livre, é o resíduo carbuxiterminal (ou C- terminal). 
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Figura 5-15 - Alanilglutamilglirilisina. Este tetrapeptüdeo possui ujn 
grupo a-a mi no livre, um grupo a-carboxila livre e dois grupos R ionizá- 
veis. Os grupos ionizados em pH 7 aparecem em vermelho. 



Extremidade Extremidade 

aminoterminal carboxiterminal 

Figura 5-14 - Q perita peptídeo serilgliciltirosilalanileucina, ou Ser-Gly- 
Tyr-Ala-Leu Os peptídeos sâo nomeados a partir do resíduo aminoter- 
minal, ú qual é, por convençáo, colocado á esauerda. As ligares peptl- 
dicas estão sombreadas em cinza, e os grupos R estão @m vermelho. 


Embora a hidrólise das ligações peptídieas seja uma reação 
exergónica, ela ocorre lentamente por causa de sua alta energia 
de ativação. Como resultado, a* ligações peptídicas nos peptídeos 
e nas proteínas são muito estáveis, com meia-vida ( f ]V1 J de cerca 
de 7 anos na maioria das condições intracelulares, 

Os peptídeo* podem ser distinguidos entro si 
por meio de seu comportamento de ionização 

Os peptídeos contêm apenas um grupo ct-amino livre e um gru- 
po a-carboxila livre, um em cada extremidade da cadeia (Fíg. 5- 
15}, Esses grupos se ionizam da mesma forma que o fazem nos 
aminoáddos livres* embora as constantes de ionização sejam de 
valores numéricos diferentes, o que é devido à ausência, nn car- 
bono a, do grupo de carga oposta. Os grupos a-amino e a- 
carboxila de todos os outros aminoáddos não-terminais estão 
ligados cova! entemente entre si, fazendo parte das ligações pep- 
tídicas, a qual não se ioniza e, assim, não contribui para o com- 
portamento acidobásLco global dos peptídeos. Entretanto, os 
grupos R de alguns aminoáddos podem se ionizar (Tabela 5-1 , 
pág. 90} e isso contribuirá para as propriedades acidobásicas glo- 
bais (Fig, 5-15) dos peptídeos que os contenham. Assim, o com- 
portamento addobásico de um peptídeo pode ser predito a par- 
tir dos seus grupos a-amino e a-carboxila livres e da natureza 
de seus inúmeros grupos R ionizáveis. Como os aminoáddos 
livres, os peptídeos têm curvas de titulação características e pH 
isoelétrico (pi) característico, no qual eles não se moverão quan- 
do colocados em um campo elétrico. Essas propriedades são ex- 


ploradas em algumas técnicas empregadas para separar peptídeos 
e proteínas entre si* como veremos adiante neste capítulo. Deve 
ser enfatizado que o valor do p£ a de um grupo R ionizável pode 
se alterar ligeira mente quando um aminoácido se toma um re- 
síduo em um peptídeo. A perda de carga nos gupos a-carboxila 
e a- a mino, as interações com outros grupos R e outros fatores 
ambientais podem afetar o p K a . Os valores de p K t para os gru- 
pos R listados na Tabela 5-1 podem ser um guia útil para se sa- 
ber em que faixa de pH um dado grupo irá se ionizar, mas não 
podem ser estrita mente aplicados aos peptídeos. 

Peptídeos e polipeptídeos biologicamente ativos 
ocorrem em uma ampla faixa de tamanhos 

Nenhuma generalização pode ser feita com relação aos pesos 
moleculares de peptídeos e proteínas biologicamente ativos em 
relação a suas funções. Peptídeos de ocorrência natural variam 
em tamanho, entre dois a muitos milhares de resíduos de ami- 
noácidos. Mesmo os menores peptídeos podem ter efeitos bio- 
lógicos importantes. É o caso do dipeptídeo comercial sintético, 
éster metílico de L-aspartil-L-fenilalanína, o adoçante artificial 
mais conhecido por aspar tame ou NutraSweet. 



Ester metílico de L-aspartíl-L-femlalanina 
(aspartame) 

Muitos peptídeos de pequeno tamanho exercem seus efeitos 
em concentrações muito pequenas. Por exemplo* diversos hor- 
mônios de vertebrados (Capitulo 23} são peptídeos de pequeno 
tamanho. Aí estão incluídos a oxitocina (nove resíduos de ami- 
noácidos), que é secretada pela hipófise posterior e estimula as 
concentrações uterinas; a bradicinina (nove resíduos), que ini- 
be a inflamação dos tecidos e o fator liberador de tirotropina, 
que é formada no hipotálamo e estimula a liberação de outro 
hormônio, a tirotropina, pela hipófise anterior. Alguns venenos 
extremamente tóxicos de cogumelos, como a amanitina, tam- 
bém são peptídeos de pequeno tamanho, bem como muitos 
antibióticos. 


Um pouco maiores sâo o* pequenos poLipeptidcus e oligo- 
peptídcos, como a insulina* um hormônio pancrcáíico* que con- 
tém duas cadeias polipeptidius. uma delas com 30 resíduos dc 
âitiinoic ido s e a outra com 21,0 gtucagon, outro hormônio 
pancreáhca possui 29 resíduos t sua ação ê antagônica a da in- 
t ubfta A corticotropina é um hormônio de 39 resíduos secreta- 
áú peia hipófise anterior que csumula a córtex adrenaL 

Qual i o comprimento das cadeias poÜpeptidicas nas proteí- 
nas? Conforme mostra a Tabela 5*2. os comprimentos variam 
consideravelmente. O citocromo c humano possui HJ4 resíduos 
de amlnoáridm cm uma única cadeia; o quimotripsinogènin 
bovino possui 245 resíduos, No estremo oposto está a titina, 
um constituinte do músculo de vertebrados, que possui perto 
de 27*0(30 resíduos de aminnáridus e um peso molecular de cer- 
ca de .ÜHKUIOO, A grande maioria dos pulipeplídeos de ocor- 
rência natural é muito menor do que isso, contendo menos de 
2-000 resíduos de auiirtoácidows. 


Ikòelj S-2 - Características moleculares de algumas proteínas 


Ftoo 

molecular 

Numero 

d* 

FHlduOS 

Núnwmde 
cadeias poli- 
peptidKas 

Chooomo c (himanoji 

1 3.QGÚ 

■ 04 

1 

fiiboouctea» A (pâncreas bovino} 

13.700 

124 

1 

Lisozima (dara do ovo) 

13 930 

129 

1 

Miaglobina (coração eqürno) 

1&.B90 

153 

1 

Oulmoitipsina (pâncreas bovino) 

21.600 

241 

3 

Qnlmirtnpsinagênío (bovino) 

22.000 

245 

1 

Hemoglobina (humana) 

64500 

574 

4 

Sorofllbumtna [humana) 

66500 

609 

1 

Hiitoquináse (levedura) 

102 000 

972 

2 

RNApdinwase{£.t^> 

460 000 

4.15S 

5 

Apóipoprolplnâ B (humana) 

513 000 

4 536 

1 

GMam*na v~;ewse if coü) 

619000 

5626 

12 

Trtra ihumana) 2 

993 0QG 

26 926 

1 


Algumas proteínas, consistem de uma única cadeia pdipepti- 
dka, mas outras, denominadas proteínas muJtissubunilárias. 
possuem dtass ou mais polipeptldeos associados dc turma não- 
covaiente (Tabela 5-2). Às cadeias polrpeptidicas individuais em 
uma proteína multissubunitárià podem ser idênticas ou diferen- 
tes. Se pelo menos duas forem idênticas, a proteína é denominada 
oligoméríca, t as unidades idênl icas (consistindo de uma ou mais 
cadeias polipeptf dicas) são os protômeros. À hemoglobina, por 
exemplo, possui qualno subunidades polipeptídlcos; duas cadeias 
Q tdénlicas e duas cadeias 3 idênticas, sendo as quatro cadeias 
unidas por interações nio- covale n lo. Cadía subu n idade a é parea ■ 
da de maneira idêntica com uma subtmkLade 3 no interior da 
estrutura dessa proteína multissubunitárià, de modo que a he- 
moglobina pode ser considerada como um tetrámem de quatro 
ftiburudades polipeptídicas ou um dimero de protômeros ajl 

Algumas proteínas contém duas ou mais cadeias polipeptídi- 
£ 2 s umdas covalen temente. Por exemplo, as duas cadeus potipeptidi- 
ca da insulina sào ligadas por ligações dissulfeto, Em tais casos, os 
poLipeptidcos individuais rufo são considerados como sub unida- 
des, mas ui mumente são denominados simplesmente como cadeias. 

Podemos calcular 0 número aproximado de resíduos de 
uninoâ eidos em uma pmtdna simples sem outros grupos quí- 
micos* dividindo seu peso molecular por 1 10. Embora o peso 
molecular médio dos 2ü aminoáddos primários seja de cerca de 
13$. m aminoácidos menores predominam na maioria das pro- 
teínas; se levarmos em coma as proporções em que os diversos 
«minoácidos aparecem nas proteínas (Tabela 5- 1 , pág. 90), o peso 


molecular médio estará próximo de 128. Como uma molécula 
de água I Aí r 18) é removida para criar cada ligaçáu polipeptídi- 
ca, o peso molecular médio de um resíduo de aminoaridu em 
uma proteína e* aproximadamente. 12 $ - 18 = 110. 

Os polipeptideos possuem composições 
de aminoacidos características 

A hidrólise de peptideus ou proteínas com ácidos fornece uma 
mistura dea-aminoacidas. Quando totaimente hid rol ísada* cada 
tipo dc proteína fornece uma proporção ou mistura caracterís- 
tica dos diferentes aminoáridos, Os 20 amínoácidos primários 
quase nunca se apresentam etn quantidades iguais em uma pro- 
teína, Alguns aminoácidos podem aparecer apenas uma única 
vez por molécula ou mesmo não existirem em uma determina- 
da proteína; outros podem estar presentes em grandes quanti- 
dades. A Eabela 5-3 mostra a composição das misturas de ami- 
noácidos obtidas pela hidrólise completa do ciioçmmo c bovi- 
no e do quimotripsinogênio* o precursor inativo da enzima 
digestiva quimotripsina, Essas duas proteínas, com funções 
muito diferentes* também diferem significai ivamente nos nú- 
meros relativos de cada tipo de aminoáddo que contem. 

Tabela 5-1 - Composição d* munoácidos de duw proteínas* 


Número de neskJuos por 
molécula d* proteína 


ftminoacigo 

Gtocromo 
bovino c 

Quimotri piinogénia 
bovino 

Ala 

6 

22 

Arg 

1 

4 

Asn 

% 

15 

Asp 

3 

8 

Cys 

2 

10 

Gin 

3 

10 

GKi 

9 

5 

Oh 

14 

23 

m 

3 

2 

Se 

6 

10 

Leu 

6 

19 

Lys 

16 

14 

Met 

2 

2 

Pb* 

4 

6 

Pto 

4 

9 

Ser 

1 

26 

Thr 

8 

23 

Trp 

1 

8 

Tyr 

4 

4 

Vai 

3 

23 

Total 

104 

245 


* Nole que os procedtmenlovpad'ao para a nrikúJi&e aodá de prtfiemas torve* - 
lem Ajn e Gin erm Asp e Gkj, («pecivarnenle Aiém <fcsso. írp é destm-oo 
^roced-nentos esoec a -z devem pnpregadDS rara se delemunar as quanti- 

dades desse". afrirnoacrioi. 

Algumas proteínas contém outros 
grupos químicos além dos aminoácidos 

Murtas proteínas, por exemplo, as enzimas tihoiuçlease e qui- 
motripsinogênío, contém apenas resíduos de âmlnoáddos e ne- 
nhum outro grupo químico; estas são consideradas proteínas 
simples, No entanto* algumas proteínas contém componentes 
químicos permanente mente associados além dos aminoáridos; 
essas proteínas são denominadas proteínas conjugadas. À por- 
ção náo-aminoácida de uma proteína conjugada t denominada 
grupo prostètico Proteínas con i ugadas são classificadas com base 
na natureza química de seus grupos prosléticos (Tabela 5-4); 
por exemplo, as lipopromnas contêm lipídios, as glico proteí- 
nas contém açúcares e as mctalopro lemas contém um metal es- 


Tabela 5-* - Proteínas conjugadas 


Classe 

Grupo(s) prostéticots) Exemplo 

Lipoproteínas 

Lipídios 

pi-lipoproteína do sangue 

Gficoproteínas 

Carboidratos 

ImunoglobulinaG 

Fosfoprotelnas 

Grupos fosfato 

Caseína do leite 

Hemoproíelnas 

Heme (ferro porfirina) 

Hemoglobina 

Flavoproteinas 

Nudeotídeos de flavina 

Sucdnato desidrogenase 

Metatoproteínas 

Ferro 

Femtina 


Zinco 

Álcool desidrogenase 


Cálcio 

Ca Imodulina 


Molibdénio 

Dinitrogenase 


Cotire 

Plastocianina 


pedfico. Algumas proteínas contém mais de um grupo prostétí- 
co, Geralmente, o grupo prostético tem um importante papel 
na fundão biológica das proteínas. 

Existem diversos níveis de estrutura proteica 

Para grandes macromoléculas, como as proteínas, a tarefa de 
descrever e entender a sua estrutura deve ser abordada em dife- 
rentes níveis de complexidade e hierarquia conceituai. Quatro 
níveis estruturais são comumente definidos (Fig. 5-16). Uma 
descrido de todas as ligações covalentes {principalmente as li- 
gações peptídicas e díssulfeto) unindo os resíduos de amínoáci- 
dos em uma cadeia polípeptídíca é a sua estrutura primária. O 
elemento mais importante da estrutura primária é a seqüênria 
de resíduos de aminoácidos. A estrutura secundária refere-se 
aos arranjos particularmente estáveis dos resíduos de aminoád- 
dos, dando origem a padrões estruturais recorrentes. A estrutu- 
ra terciária descreve todos os aspectos do dobramento tridimen- 
sional de um polipeptídeo. Quando uma proteína possui duas 
ou mais sub unidades polipeplídicas > seu arranjo espacial é de- 
nominado estrutura quaternária. 

Trabalhando com as Proteínas 

Nosso entendimento da estrutura e da função das proteínas foi 
obtido a partir do estudo de diversas proteínas individuais. Para 
estudarmos uma proteína cm detalhes, eia deve ser separada de 
todas as demais proteínas e devem estar disponíveis as técnicas 
que permitam determinar suas propriedades. Os métodos ne- 


cessários provém da química de proteínas, uma disciplina tio 
antiga quanto a própria bioquímica e que mantém uma posição 
central na pesquisa bioquímica, 

As proteínas podem ser separadas e purificadas 

Uma preparação pura de uma proteína é essencial antes de suas 
propriedades, composição e seqüéncia de ammoácidos poderem 
ser determinadas. Considerando que as células possuem milha- 
res de proteínas distintas, como uma delas pode ser purificada? 
Os métodos de separação de proteínas utilizam as propriedades 
que variam de uma proteína a outra. Por exemplo, muitas pro- 
teínas se ligam a outras biomoléculas com grande especificida- 
de, e tais proteínas podem ser separadas com base em suas pro- 
priedades de ligação. 

A fonte de uma proteína é geralmente tecido ou células mi- 
crobianas. O primeiro passo em qualquer procedimento de pu- 
rificação de proteínas é o rompimento dessas células, liberando 
suas proteínas em uma solução denominada extrato bruto ou 
total. Se necessário, a centrifugação diferencial pode ser usada 
para preparar frações subcelulares ou para isolar organelas es- 
pecíficas {veja Fig, 2-20), 

Uma vez pronto o extrato ou a preparação de uma organela, 
diversos métodos estão disponíveis para purificar uma ou mais 
proteínas ali contidas. Geralmente, o extrato é submetido a tra- 
tamentos que separam as proteínas em frações diferentes, basea- 
dos em alguma propriedade como carga ou tamanho, processo 
denominado fracionamento. As etapas iniciais do fracionamento 
empregam diferenças na solubilidade das proteínas, que depen- 
dem de diversos fatores como o pH h a temperatura e a concen- 
tração salina, entre outros. A solubilidade de uma proteína ge- 
ralmente é reduzida em presença de altas concentrações salinas, 
um efeito denominado “salting out" À adição de um sal em quan- 
tidades adequadas pode precipitar seletiva mente algumas pro- 
teínas, enquanto outras permanecerão em solução. O sulfato de 
amónio ((NH^SQ*) é frequentemente utilizado para esse pro- 
pósito em virtude de sua alta solubilidade em água. 

Uma solução que contém a proteína de interesse freqüente- 
mente deve ser alterada antes que sejam possíveis as etapas de 
purificação subseqüentes. Por exemplo, a diálise é um procedi- 
mento que separa proteínas de solventes, utilizando o maior ta- 
manho das proteínas como fator determinante. O extrato parcial- 
mente purificado é colocado em uma bolsa ou tubo feito de uma 


Estrutura Estrutura Estrutura Estrutura 

primária secundária terciária quaternária 



Resíduos de aiftinoácidos tt-hélice Cadeia polípeptídíca Subunidades montadas 

Figura 5-16 - Níveis de estrutura nas proteínas. A estrutura primária consiste em uma seqúênoa de aminoácidos unidos por ligações 
peptídicas e inclui todas as ligações dissulfeto. O polipeptídeo resultante pode ser enovelado em unidades de esfrutura secundária, como 
ocorre em uma a-hélice. A hélice é uma parte da estrutura terciária do polipeptídeo enovelado que pode ser uma das subun idades formado- 
ras da estrutura- quaternária de uma proteína multissubunitária, neste caso, a hemoglobina. 


101 


membrana semípermeável. Quando essa membrana que con- 
tém a proteína é suspensa em um volume maior de solução tam 
ponada de força fónica apropriada, a membrana permite a livre 
passagem de sais e do tampão, mas não das proteínas. Dessa for- 
ma, a diáJise retém grandes proteínas em uma bolsa ou tubo 
membranoso h permitindo que as concentrações de outros solu- 
tos presentes na preparação protéica se alterem até atingirem o 
equilíbrio com a solução externa à membrana. A diálise pode 
ser usada, por exemplo, para a remoção do sulfato de amónio 
presente na preparação protéica. 

Os métodos mais poderosos para o fracionamento protéieo 
fazem uso da cromatograíta em coluna, que, por sua vez, faz 
uso de diferenças em cargas, tamanho, afinidade de ligação e 
outras propriedades das moléculas proteicas [Fig. 5-17). Um 
material sólido e poroso com propriedades químicas apropria- 
das (fase estacionária) é mantido em uma coluna, sendo perco- 
lâdü por uma solução tampouada (fase móvel). A solução que 
contém proteínas é adicionada no topo da coluna, de modo a 
pereolar a matriz sólida em uma banda em contínua expansão 
pela fase móvel (Fig. 5- 17b), As proteínas individuais migram 


mais rapidamente ou mais lenta mente pela coluna, dependendo 
de suas propriedades. Por exemplo, na cromatografla de troca 
catiònica (Fig. 5-lSa), a matriz sólida possui grupos carregados 
negativamente. Na fase móvel, proteínas com carga líquida po- 
sitiva migram mais lentamente pela matriz do que as com carga 
líquida negativa, já que a migração das primeiras é retardada 
pela interação com a fase estacionária. Os dois tipos de proteí- 
nas podem separar-se em duas bandas distintas. A expansão da 
banda protéica na fase móvel (solução protéica) é devida tanto à 
separação de proteínas com propriedades distintas como ao es- 
palhamento devido à difusão. À medida que se aumenta o com- 
primento da coluna, a resolução de dois tipos de proteínas com 
diferentes cargas Líquidas geralmente melhora. Entretanto, a ve- 
locidade de fluxo da solução protéica pela coluna geralmente 
diminui com o aumento do comprimento da coluna. Com o 
aumento do tempo gasto na passagem pela coluna, a resolução 
pode diminuir por causa do maior espalhamento das bandas 
proteicas por difusão. 

A Figura 5-18 mostra duas outras variações da cromatogra- 
fia em coluna, além da cromatografia de troca ionica. 



Figurs 5-17 - A cromatografia em coluna, (a) Os elementos-padrão de uma coluna cromatográfica. Um matenal sólida e pora&a é colocada 
no interior de uma coluna geralmente feita de alguma forma de plástico. O material sólido (a matriz) constitui a fase estacionária, através do qual 
flui uma solução, a fase móvel. A soluçáo que sai pela extremidade inferior da coluna (o efluente) e consta ntemente reposta pela solução suprida 
por um reservatório no topo da coluna, {b) A solução protéica a ser separada ê aplicada no topo da coluna q deixada percolar a matriz sólida. 
Mais solução é adicionada acima dela. A solução protéica forma uma banda na fase móvel que é inicialmente da profundidade da solução 
protéica aplicada à coluna. Â medida que as proteínas migram pela caiu na, são retardadas em graus diferentes pelas suas diferentes interações 
çgm o material da matriz. A banda protéica vai se alargando, â medida que se movp pela coluna. Os diferentes tipos de proteínas (coma A. B e 
C, mostradas em azul vermelho e verde) gradual mente se separam uns dos outros, formando bandas internas á banda mais ampla das proteí- 
nas. A separação melhora (aumenta a resolução) com o aumento do comprimento da coluna. Entretanto, cada banda proteica individual 
também se alarga com o tempo, em virtude do espalhamento por difusão, um processo que diminui a resolução. Neste exempla, a proteína A 
é bem separada de B e C, mas o espalhamento por difusão impede a separação completa de B e C sob essas condições, 
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Um refinamento mais moderno dos métodos cromatográ- 
fico* é O HPLC ou croma logrâfiu liquida de alta eficiência. O 
HPLC faz uso de bombas de afta pressão que aederam o movo 
mento das moléculas pratêkas pda coluna, bem como de mate 
riais cromatográfkos de alta qualidade que podem suportar a 
força esmagador» do fiiuto pressurizado, Em razão da redução 
do tempo de trânsito peb coluna, o HPLC pode limitar o espa- 
lhamento por difusão das bandas protékas, aumentando tnten- 
samente a resolução. 

A abordagem utilizada para a purificação de uma proteína 
que não lenha sido antenormeme isolada é baseada tanto cm 
precedentes eslabdetidos como pelo sentido comum. Ma maio- 
ria dos casos* diversos métodos diferentes devem ser usados se- 
qttencial mente para purificar uma proteína complctamentc. A 
escolha do método é algo empírica e muitos protocolos podem 
ser experimentados antes que o mais eficiente deles possa ser 
encontrado. A tentativa e o erro podem ser frequentemente mi 
mmizadús, tomando-se por base técnicas de purificação desen- 
volvidas para proteínas similares. Protocolos de purificação pára 
milhares dc proteínas já furam publicados, ü bom senso nos diz 
que procedimentos de menor custo, como o “saliing out", de- 
vem ser usados inidalmenír, quando o vo] ume total e o número 
de contaminantes são maiores. Os métodos cromai ográíko* são. 
Com freqtiência* impraticáveis em eiãpãs iniciais* porque a quan- 
tidade de meio cmmatogrãfico aumenta com o tamanho da 
amost ra- À medida que cada passo de purificação é completado, 
o tamanho da amostra geraimenie diminui (Tabda 5-5)* tor- 
nando viâuei o uso de procedimentos cronutograficos mais so- 
foticados íe caros J em etapas posteriores. 

As proteínas pendem sar separadas 
e caracterizadas por eletroforese 

Outra técnica importante para a separação de proteínas è basea- 
da na migração de proteínas carregadas em um campo elétrico, 
um processo denominado eletroforese. Eísses procedimentos em 
geral não xào usados para purificar proteínas em grandes quan- 
tidades, porque alternativas mais simples usual mente estão dis- 
poníveis e os métodos detroforéticos com freqüênda afetam de 
forma adversa a estrutura e, portanto, a função das proteínas, A 
eletroforese é, no entanto, especial mente útil como método ana- 
lítico, Sua vantagem é que as proteUlti podem ser visualizadas e 
separadas, permitindo a um pesquisador estimar rapidamente 
o número de proteínas disiinias em uma misiura ou o grau de 
pureza de uma preparação protéica particular. Além disso, a ele- 
troforese permite a determinação de propriedades eitremamen te 
importantes de uma proteína, como o seu ponto isodét rico e o 
peso molecular aproximado. 

A eletroforese de proteínas é geralmente executada em géis 
de um polímero que apresenta ligãÇdes cruzadas, a poliacrila- 
mida ■! Fig. 5-19). O gel de polbcrilamkb age como uma peneira 
molecular, aien tecendo a migração de proteínas na proporção 
«pruxlmadU de sua razão entre a carga e a massa. A migração 



Figura 5-19 - Eletroforese (a) Amostras diferentes são apkadas em 
póços ou depressões na topo do gel de paiiacrilamida. As proteínas mo- 
vem-se pata o interior do gel quando um campo elétrico e aplicado. O 
gel minimiza as correntes de convecção provocadas por pequenos gradi- 
entes de temperatura, bem como O* movimentos proteico*, exceto aqueles 
nduztdk» peto campo eíeinco (b) As proteínas podem visualizadas 
apôs a etetrolorese. Ualando-se o grt com um coranie como o azul Coo- 
mass»# rCoorrtasve t>iue - >, Que se Icpa às ptotemas, mas não ao gel 
Cada banda no gd representa uma prataria diferente (ou sutoynidade 
proteica f. protejas menores mcwem-M mais fapdament* no get do que 
proteínas maiores e. portanto, serão encontradas mais pronmjs da ex- 
tremidade inferior do gd Esse gd iluStia a purificação da eniima ftNA 
poimierdse da bacténa £ coã A pnmeea toxa mostra as proiemas pre- 
»nt« no extrato cetular total As botas sucessivas tda esquerda para a 
direita) mostram as protemas presentes apOs cada etapa de pontuação 
A proteína puT' freada contém quatro subundades, como pode ser vislo 
na ultima faíxa. A dtr&ia 


5-5 - Purlfkaçao para uma efttimt hipotética* 


Procedimento ou etapa 


Volume de f ração 

(ml) 


Protelo* total 
tmg) 


Atividade 

(unidades) 


Atividade especifica 
(unídades/ro g) 


1 . Extrato celular total 

2, Precipitação com sulfato de amflnio 
3 Cromaiografia de troca tónica 

4 . Cromaiografia de exclusão por tamanho 
5 Oomaipgrgiia de afimdade 


1.400 

10,000 

100.000 

10 

230 

3000 

96,000 

32 

90 

400 

80.000 

200 

30 

100 

60 000 

600 

6 

3 

45000 

15000 


* Todos os vafcns representam o estado da amostra apôs a erecuçáo no pmcKfcwuo em questão A atrvtfadeeaaiividadF eipecftca serão detndas m pigma 106 


também podç ser afetada pela forma da proteína. Na eletrofo- 
rese, a força que nto ve a macro molécula é o potencial elétricos E* 
A mobilidade de trofor ética da molécula, p, é a razão entre a ve- 
locidade da partícula* V % e o potencial elétrico. A mobilidade ele 
trufa rética é também igual à carga líquida da molécula, Z, divi- 
dida pelo coeficiente friccionai*/, que reflete em parte a forma 
de uma proteína* Assim: 


A migração de uma proteína em um gd durante a eletroforese é* 
portanto, uma função de seu tamanho c de sua forma* 

Um método ektroforético comumente usado para estimar 
a pureza e o peso molecular utiliza o detergente dodecil sulfato 
de sódio (SDS) O SDS Liga-se à maioria das proteínas I prova- 
velmente por meio de interações hidmfòb-icas* vçp. Capitulo 4)* 
em quantidades aproximadamente proporcionais ao peso mo- 
lecular da proteína, cerca de uma molécula de 5D5 para cada 
dois resíduos de sminolcidos. O SDS Ligado contribui com uma 
grande carga negativa liquida* fazendo com que a carga da pro- 
teína se torne insignificante e conferindo a cada proteína uma 
razão entre carga e massa semdhanie. Além disso, a conforma- 
ção nativa de unia proteína é alterada com a ligação do SDS e a 
maioria das proldnas assume uma forma semelhante. A eletro- 
forese na presença de SDS separa, portanto* as proteínas quase 
exdusivamente com base em sua massa (peso molecular), com 
os polipeplídeos menores migrando mais rapidamente. Após a 
eletroforese, as proteínas s&j visualizadas pela adição de um co- 
rante. como q azul Coomassie (“Gooma&sie blue"), que sc liga 
às proteínas, mas náo ac gel (Fíg. 5- 19b). Dessa forma, pode-se 
monitorar o progresso de um procedimento de purificação pro- 
téica, já que o número de bandas proteicas visíveis no gd deve 
diminuir após cada nova etapa de purificação. Quando compa- 
rada às posições de migração de proteínas com peso molecular 
conhecido, a posição de uma proteína nàtj identificada pode pro- 
ver uma medida excelente de seu peso molecular (Fig 5*20). 


Na h -0-|— O— £CHj)| ( CR, 

Dodecil Mitfátü de *ódb 
iSDSJ 

Se a proteína possui duas ou mais subun idades diferentes, as 
subunidades geraJmente serão separadas peio tratamento com 
SDS e haverá uma banda distinta para cada uma delas. 

A localização isoelétrica é um procedimento utilizado para 
determinar o ponto isoelétrico ( pi j de uma proteína ( Fig. 5-21 ), 
Um gradiente de pH estabelece se ao se deixar uma mistura de 
Áridos e bases orgânicos de baixo peso molecular | anfólitos* veja 
pãg. 95) sob a ação de um campo etétrkn ao longo de um gel. 
Quando uma mistura protétea é aplicada, cada proteína irá mi- 
grar até alcançar a região de pH igual ao seu pl * Tabela 5-6)* Aí 
proteínas com pontos i&oelél ricos diferentes são, desse modo* 
distribuídas dífanentemente ao longo do gel. 

Combinando- se a foca li ração hodétrici com a eíetToforese 
na presença de SI >5 de modo scqücndal em um processo deno- 
minado eletroforese bidimensional, podem-se resolver mistu- 
ras complexas de proteínas (Fig. 5-22). Esse ê um método analí- 
tico mais sensível do que qualquer método elclnofarético apli- 
cado de forma isolada. A eletroforese bidimensional separa 
proteínas de peso molecular idêntico que diferem no valor de 
seus pl, ou proteínas com valores de pl semelhantes que apre- 
sentam pesos moleculares distintos. 

Proteínas que nâo foram separadas 
podem ser quantificadas 

Para purificar uma proteína, é essencial ter uma forma de detec- 
tar e quantificar a proteína em presença de diversas outras, em 
cada etapa do procedimento. Frcqüvn temente, a purificação ocor- 
re na ausência de quaisquer informações relativas ao tamanho. 
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Lisozima 
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(a) 



(b) 


figura $-20 - Estimativa do peso molecular dt uma proteína A mobilidade eletroforétka dé uma proteína em 
um gel de poliacrilamlda que contém SDS é inversamente proporcional ao seu peso molecular, M,. (a) Padróes protèi- 
cos de pesos moleculares conhecidos s3o submetidos à eletroforese (faixa 1) Essas proteínas marcadoras podem ser 
usadas para estimar o peso molecular de uma proteína desconhecida (faixa 2). (b) Um gráfico de log M t das proteínas 
marcadoras contra a migração relativa durante a eletroforese è linear, o que permite a leitura, no gráfico, do peso 
molecular da proteína desconhecida. 
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Figura 5-21 - Focalizado isoelétrka Esta técnica separa as proteínas 
de acordo com seus pontos isoetètrkos Um gradiente de pH estável è 
«lebeleodo no gel pela adição de antóliios apropriados Uma mistura 
de proteínas è colocada num poço do get Quando um campo elétrico e 
apkado, as proteínas penetram no gel * migram atÊ alcançar um pH 
eqmvaténte a seus pt lembre-se de que, quando o pH * pC, a carga 
•quida de uma ptnrina é zbto 


Tabela 5 - 6-0 ponto teaelétrieo de algumas proteínas 


Aetaini 

P* 

Pepsina 

-1,0 

Ovoatourtuia 

4.0 

Sofoaltxjrer.j 

4J 

Urease 

5,0 

|Hactogtt>uJna 

5.2 

Hemoglobtna 

6,8 

Mioglobina 

7,0 

Quimotripsinogênio 

9,5 

CitOCrqiTiD r 

I0 r 7 

Lisozima 

11,0 


às prop nedades física* da pmCeuia ou da fração que ela repre- 
senta da massa proléica total presente no extrato- Paia as pratei- 
n as que são enzimas, a sua quantidade em uma determinada 
solução ou extrato tcoduai pode ser medida em termos do efei- 
to catalítico que a enzima produz, ou seja, pelo aumento na ve- 
locidade peia qual o substrato é convertido em produtos da rea- 
ção. quando ã enzima está presente. Rara isso, deve-se conhecer: 
( 1 ) a equação completa da reação catalisada; (2) um procedimen- 
to analítico para a determinação do desaparecimento do substra- 
to ou do aparecimento de produtos reaci onais; (3) se a enzima 
requer co-falores como lons metálicos ou coenzimas; (4) a de- 
pendência da atmdadc cnzimãtica cm relação à concentração 
de substrato; (5> o pH ótimo; e (6) uma rtgilo de temperaturas 
na qual a enzima i estivei e possuí elevada atividade. As enzimas 
sào gjéTilmente ensaiadas em seu pH átimo e em alguma icmpc- 
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Figura 5-22 - A eletroforese bidimensional ;*) Ai proteínas são, 
0nmerrairwnie T separadas por localização rsoekelnca em um gel ci- 
líndrico O gel ê. «nAo. colocado hocizon jairneme sobre um segun- 
do gel. «te em formato de placa retangular. e * proteínas são sepa- 
radas por etetruForese em gel de poíflcrtamtdia na presença de SOS 
A separação horizontal rettete as diferenças no pt. a «meã reflete 
as dHerenças òe peso molecular (b) Mas de 1 000 proteínas iSstin- 
lás de F coA podem ser resolvidas usando-se «la técnica 
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r atura conveniente» entre 25 c 3ÍTC. Concenl rações multo ele- 
vadas de substratos são geral mente exigidas, de modo que a w- 
Joddade inicial da reação, medida experimeníalmaite, seja pro- 
porcionai à concentração erui manca (Capitulo Sí 

Por um acordo internacional l.Ü unidade de atividade en- 
zimática é definida como sendo a quantidade dc enzima que pro- 
voca a transformação de 1 pífio! de substrato por minuto a 25t, 
sob condições ótimas de medida. O termo eu tvidade refere-se ao 
número total de unidades presentes em uma solução. A ativida- 
de especifica é o número de unidades enzimátlcro por miligra- 
ma de proteína total í Fig, 5-23). A atividade específica é uma 
medida da pureza enamática; ela aumenta durante a purifica- 
ção de tuna enzima, atingindo um máximo quando a enzima 
«tá pura (Tabela 5-5). 



Figura 5-23 - Atividade versus atividade es pacífica. A diferença 
entre es&ejdoiS termos pode ser ilustrada, considerando-se dois bèque- 
res que contém esferas Os béqueres contém a mesma quantidade de 
esferas vermelhas, mas quantidades distintas de esferas de outras co- 
rç* Se as esfçrav representam proteínas, ambos os déquer es contém a 
mesma ahwdbde da proteína apresentada petas «terás vermelhas O 
segundo oequer, no entanto, possui uma aüv*dáde especula maior, 
pOfi, aqui, as «feres vermetbas representam i>na fração murlo maior 
da quantidade total 


Após cada etapa de purificação, a atividade da preparação 
(em unidades) ê determinada, a&sim como a quantidade total de 
proteína; a razão entre as duas fornece a atividade especifica, A 
atividade e a proteína total geral mente diminuem após cada eta- 
pa. A atividade reduz- se porque alguma perda sempre ocorre 
em virtude da inativação ou por interações inadequadas com os 
materiais cromatográficos ou outras moléculas presentes na so- 
lução. A proteína rota! reduz -$e porque o objetivo e remover o 
máximo possível de proteínas in desejadas ou in específicas. Hm 
uma etapa bem-sucedida, a perda de proteínas in especificas é 
muito maior que a perda de atividade; portanto, a atividade es- 
pecífica aumenta mesmo que caia a atividade total. Os dados 
são tabulados em uma tabela de purificação semelhante á Tabe- 
la 5-5, Uma proteína é T geral mente, considerada puta. quando 
etapas posterior n de purificação deixam de aumentar a aliv ida- 
de específica e quando apenas uma única espéde proteica pode 
ser detectada (por exemplo, por eletroforese). 

Para proteínas que não são enzimas, outros métodos de 
quantificação são necessários. As proteínas transportadoras po- 
dem ser determinadas pela sua ligação à molécula por elas trans- 
portadas, e os hormônios e as toxinas, pelo seu efeito biológico; 
por exemplo, os hormônios de crescimento irão estimular o cres- 
cimento de certas células em cultura. Algumas proteínas estru- 
turais representam uma fração táo grande de uma massa tecidu- 
i] que podem ser extraídas e purificadas sem um ensaio funcio- 
nal As possíveis abordagens são táo variadas quanto as próprias 
proteínas. 


A Estrutura Co va lente das Proteínas 

A purificação de uma proteína è apenas um prelúdio para a dis- 
secação de sua estrutura e função. O que toma uma proteína 
uma enzima, outra um hormônio, outra uma proteína estrutu- 
ral e outra, ainda, um anticorpo? Como das se diferem quino 
ca mente? As distinções mais óbvias são estruturais* e estas po- 
dem ser abordadas em qualquer um dos níveis estruturais defi- 
nidos na Figura 5- té. 

As diferenças na estrutura primária podem ser especialmente 
informativas. Cada proteína possui um número e uma seqüên 
cia distintos de resíduos de aminoácidos. Como veremos no 
Capítulo ó, a estrutura primária de uma proteína determina 
como eb sc dobra cm uma estrutura tridimensional caracterís- 
tica c como isso, por sua vez, determina a função da proteína. A 
estrutura primária torna-se agora o foco do restante deste capi- 
tulo. I nicialmenie, consideraremos os indícios experimentais que 
correlacionam a seqüência e a função protéica, depois descreve- 
remos como a seqüência de aminoáddos é determinada e, final- 
mente, resumiremos a aplicação prática dessa iníorrnaçào. 

A função de um* proteína depende 
de sua seqüência de aminoácidos 

A bactéria £L co/i produz mais de 3.000 proteínas diferentes; um 
ser humano produz entre 50.000 c S 00.000, Em ambos os casos, 
cada tipo de proteína possui uma estrutura tridimensional ca- 
racterística que lhe confere uma função específica. Cada tipo de 
proteína também possui uma seqüência característica de ami- 
nnáddos. A intuição nos sugere que a seqüência de aminoád- 
dos deva ter um papel fundamental na determinação da estru- 
tura indimemionaj Ua proteína e, em última análise, de sua fun- 
ção, mas será que essa expectativa é correta? Examinando 
rapidamente como varia a sequência de armnoicidcw das protei- 
nas, (Xídem-se ter evidências empíricas que auxiliam a substan- 
ciaro rdaçionamenlo importante existente entre a seqüência de 
aminoácidos e a função biológica. Inicia] mente, conforme já ob- 
servamos, as proteínas com funçOes distintas sempre possuem 
diferentes seqüência* de aminoácidos. Em segundo lugar, mi- 
lhares de doenças genéticas humanas são decorrentes de proteí- 
nas ddéíttio&a^ Talvez um terço dessas proteínas é defeituoso 
por causa de uma única alteração cm sua sequência de aminoa- 
cidos; desse modo, se a estrutura primária se altera, a função da 
proteína também pode se alterar. Finalmente, ao se comparar 
proteína* funcionatmente similares de espécies dilerentes, en- 
contramos sequências de amínoiddos semelhantes (Adendo 
5-2), Um caso extremo é a ubíquitinu, uma proteína de 76 resí- 
duos cn ví ilvida na regulação da degradação de outras proteínas. 
A seqüência de aminoácidos da ubiquitina é idêntica em espéci- 
es tão distantes como a mosca dás frutas e os seres humanos. 

A seqüência de aminoácidos é absolutamente fixa ou inva- 
riante para uma proteína particular? N*ào; alguma flexibilidade 
é possível. Estima-se que 20% a 30% das proteínas em humanos 
sejam poiimórficas, possuindo variantes em suas sequências de 
aminoácidos na população humana. Muitas dessas variações nas 
seqüência s possuem pouco ou nenhum efeito na função da pro- 
teína. Além disso, proteínas que apresentam funções semelhan- 
tes em espécies distantes podem diferir muito cm tamanho e 
seqüência de aminoácidos, 

Av proteínas frequentemente apresentam regiões em sua se- 
quência de aminoácidos que são essenciais para sua* funções 
biológicas. A seqüência de aminoácidos em outras regiões pode 
variar consideravelmente, sem afetar essas funções. A fração da 
sequência que é critica varia de proteína para proteína, diheul- 
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Adendo 5-2 


Homoloçjia de proteínas entre as espécies 


Proteínas homólogas y» proteínas relacionadas 
eraíutrronente, Elas gíTilmente tém a mesma fun 
çdo em espécies diferentes; um exemplo e o atocro- 
mo £, uma prutdna mitocondria] que contém ferro 
e transfere elétrons durante oxidações biológica* em 
células eucaríórica*. As proteínas homólogas Je es- 
pécies diferentes podem ter cadeias polipeptf dicas 
idênticas ou quase idênticas em extensão, Muitas 
posições na seqiiéncia de aminnãcidus sâu ocupa- 
das pelos, mesmos resíduos em todas as espécies, 
sendo este* denominado* resíduos invariante*. Ou- 
tras posições apresentam variações omskleTãYÇB nos 
rtsiduos de jmiitõóado* de uma espéde a outra, sen- 
do estes denominados rnaduot variáveis. 

O significado fimdonal da hornologia de scqúèn- 
cias é bem ilustrado pelo cilocromo c (M r - 13,000). 
que possui cerca de 100 aminuáridos na maioria da* 
espécies, As «qüências dc aminoácidos das molé- 
culas de citocromo c de muitas espécies diferentes 
foram determinadas e 27 posições na cadeia ião in- 
variantes em todas as espédes testadas (Fig. U, su- 
gerindo que eles são os resíduos mais importante* 
m amhutçáu da função biológica dessa proleina. Os 
resíduos rm outras posições apresentam alguma* 
variações mtcrespêries Há nítida* gradações no 
número de diferenças observada* nos resíduo* va- 
návett. Em alguma* powçótfs, j maioria das substi- 
tuições envolve resíduos de amínoácídos similares 
(por exemplo, a Arg pos li iva mente carregada pode- 
ria substituir a Lys também posirivamente carrega- 
da); essas tòo as denominada* substituições conser- 
vadoras, Em outras posiçõéê» as substituições são 
menos restritas (não-conservadoras). Como mos- 
traremos no próximo capflulo, as cadeias polipep- 


tidkas das proteínas enovelam ■ *e em conformações 
característica* e especifica*, que dependem da se- 
quência de aminoacidu*. Claramente, os resíduos 
invarian i« são mais cril ico* para a estrutura e a fun- 
ção de uma proteína que os variáveis. O reconheci- 
mento de quais resíduos pertencem a cada catego- 
ria é uma etapa importante para decifrar a comple- 
xa questão de como a seqüêmzia de aminoácidns se 
traduz em uma estrutura tridimensional específica. 

Os aminnáddos variáveis fornecem outro tipo de 
informação. As relações filogenéticas (evolucioná- 
rias}, baseada* em métodos laxonõmko*, tém sido 
testadas é e*^>nimetitalmcnte confirmadas peía bio- 
química. 0 exame da* sequências do citocrwnn t ç 
de outra* proteínas homóloga* levou a uma corv 
dusão importante: o numero de resíduos que dife- 
rem em proteínas hu mo togas de duas espécie* quais- 
quer é proporcional à diferença fiiogenética entre 
essa* espécies; por exempo, 48 resíduos de aminoá- 
ddos diferem nas moléculas de citocrümu d do ca- 
valo e da levedura, que alo espécies bem distancia- 
das. enquanto apenas dois resíduos diferem ms 
moléculas de dioenumu ç do frango e do pato. es- 
pécie* bem mais próxima* entre sL De íaio, o dto- 
CTomo c possui sequências de múncacidra idênti- 
cas no frango e no peru, e nos suíno*, bovinos e 
ovelha*. A informação sobre o número de diferen- 
ça* nert resíduos entre proteínas homóloga* de es- 
pécie* diferentes permite a construção de árvore* 
evolucionárias que mostram a origem e a veqüên- 
cia do aparecimento dc espécie* diferente* durante 
o curso da evolução (Fig. 2, p, 108). As relações es- 
tabelecida* peia taxonomia anatômica t bioquími- 
ca sào bastante con cordame* entre si. 


Figura 1 - Sequênoa da armnoáodo* do dtocraiso 
c humano As sutatitciçàn de amnQáocbs em outra 
esoec ec estão tatãdds aba ao dos reújuo* loamduao. 
O* an>noácidDs r*vanant« «tão sombreado* em ama- 
reto. a* substituições conservadoras estia sombreada* 
em azul, e a* substituições nâo-comervatíor» nio «tio 
sombreada*. X è um aminoicido nio habitual, a Trimeti- 
lisina. As abreviaturas de uma letra para os aminoàcidos 
aparecem na Tabela 5-1, pág. 90. 
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Figura 2 - RarorfieaçOes prunt^an dfl árvore evoluciona na dos eocanotos, construída a pair do numero de 
diferer^as de aminoáçtòcis existente ent/e as moléculas de otocrorrio c de diversas espec.es Os numeros 
representam o número de resíduos pelos quas o crtooomo c de uma dada l«hê de organismos difere de seu 
encesiraJ Os pomos de ramrtícaçjc refietem nn ancestral comum 


lando a lar ria de relacionar a sequência com a estrutura tridi- 
mensional c É estrutura com a função. Antes de avançarmos 
nessa questão, devemos considerar como a informação sobre as 
seqüências é obtida. 

As sequência* de aminoáddos de numerosa* 
proteínas já foram determinadas 

Duas descobertas fundamentais ocorridas em 1953 foram de im- 
portância fundamental na história da bioquímica. Naquele ano, 
James D, Waisoti e Frands Críek deduziram a estrutura cm du- 
pla hélice do D NA e propuseram uma base estrutural para a sua 
replicação precisa f Capitulo 10). Sua proposta trouxe à luz a rea- 


lidade molecular encoberta sob » idéia de um gene. No mesmo 
ano, Frederick Sanger revelou a sequência de resíduos de ami- 
noácidos das cadeias polipeptidicas do hormônio insulina 
(Fig. 5-24), surpreendendo muitos investigadores que de há 
muito acredi lavam que a elucidação da seqüéncia de aminoád- 
dos de um polipeptídeo seria uma tarefa impossível. Rapida- 
mente. tomou-se evidente que a seqüéncia de nudeotídeos no 
PNA e a sequência de aminoácidos nas proteínas se relaciona- 
vam de alguma forma, Cerca de uma década após essas, desco- 
bertas, o papel da seqüéncia de nudeotídeos do DMA na deter- 
minação da seqüéncia de aminoácidos das moléculas protéicas 
foi desvendado (Capitulo 27). 
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Criei* B 


Polipeptideos pequenos íaó Jêqüenriados 
por procedimentos automatizados 

Diverso* procedimentos são utilizados para analisar a estrutura 
primiria das proteínas. Um d des consiste em hidrolisar a proteí- 
na e determinar sm composição de aminoácidos íFig, 5-25a). 
iwj informarão è frequentemente valiosa para a interpretação 
do* resultados obtido* por outros procedimentos, Como a com- 
posição de aminoãcidos difere de uma proteína à outra, ela pode 
servir como um tipo de "impressão digital 1 '. Pode ser usada, por 
exemplo, para auxiliar na determinação da identidade ou não de 
proteínas isoladas por laboratórios distintos, A hidrólise, por si 
só, não pode, no entanto, ser usada para determinar a 
de aminoa ddos em uma proteína. 

Um procedimento com frequência usado conjunta mente 
com a hidrólise é a marcação e a identificação do resíduo de 
aminoáckio aminoterminji] (Fig. >-2Sb). Para esse propósito. 
Sanger desenvolveu o reagente I -fluoro-2.4-dinilrobenzega 
( FDNB). Outros rebentes usados na marcação do resíduo ami 
nu terminal, o cloreto de dansth e o cloreto de dabstla, produ- 
zem derivados que são mais facilmente detectados que os deri- 
vados dínítrofenil. Após a marcação do aminoterminal com um 
desses reagentes, o polipeptldeo é hidrohsado a seus aminoáci- 
dos constituinte* ç o aminoácido marcado é identificado. Como 
a etapa de hidrólise destrói o polipeptldeo, esse procedimento 
nán pode ser utilizado para seqüenciar um polipeptldeo alem de 
seu resíduo amirtoicf minai. Entretanto. pode auxiliar na deter- 
minação do número de poJipeptideos quimicamente distintos 
em uma proteína, desde que cada um tenha um resíduo jm íno- 
termina] distinto. Por exemplo, dois resíduos — Phe e Gly — 
seriam marcados *c a insulina í Fig, 5- 24 ) fosse submetida a esse 
procedimento. 


qji jn. 



n 

sn Ala 

COO 

Figura 5-24 - Sequência da aminoáddos da insulina bovina A* duas 
cadeias polipeptfdicas são unidas por ligaçQes dissulíeto. A cadeia A ê 
■idêntica em insulinas de humanos, suinos, câes, coelhos e cachalotes As 
cabeai B de bovinos, suínos, câes, oabras e cavalos sào idênikas. Tais 
(dentioade* entre pioteínas simdares de espeoes distmias sôo discutidas 
no Adendo 5- 2 
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As seqüènms de aminoicidos de milhares dr provei nas di- 
frrrnles pertencentes a muitas espécies têm sido determinadas, 
utilizando-se os princípios prime iramen te desenvolvidos por 
Sanger. Esses métodos ainda hoje são utilizados, embora com 
diversas variantes c aperfeiçoamentos nos seus dcttiShes, ü se- 
qüenciamento químico de proteínas atualmente complementa 
uma relação crescente de métodos mais recentes, que fornecem 
muitos caminhos para se obrei dados de sequências de aminoá- 
cidos. Esses dados sâo. hoje em dia. fundamentais para todas as 
áreas da investigação bioquimic j. 
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Figura 5-25 - Etapas do seqiiencia menta do um polipéptídêü. (a) Determinação da composição de aminoácidos e (b) identificação do resíduo 
aminoterminal sâo, com freqüêncía, as primeiras etapas no seqüencia mento de um polipeptideo. 0 método de Sanger para identificar o resíduo 
aminoterminal é mostrado aqui. A degradação de Edman (e) revela a sequência completa de um peptldeo. Para peptfdeos curtos, esse método é capaz 
de, por si só, revelar a sequência completa, sendo as etapas (a) e (to) freqü entemente omitidas. Esses dois procedimentos sao úteis para o caso de 
polipeptídeos maiores, que sâo geralmente fragmentados em peptldeos menores para o seqüencia mento (veja Fig. 5-27). 


Para seqüenciar inteiramente um polipeptídeo, geralmente 
se utiliza um procedimento químico elaborado por Pehr Edman. 
À degradação de Edman marca e remove apenas o resíduo ami- 
noterminal de um peptldeo, deixando as demais ligações peptí- 
dicas intactas (Fig, 5-25c). O peptldeo reage com fenilisotioria- 
nato e o resíduo aminoterminal é removido no fim, na forma do 
derivado fenütíoidantoína. Após a remoção e a identificação do 
resíduo aminoterminal, o nave) resíduo aminoterminal agora 
exposto pode ser marcado, removido e identificado pela mesma 
série de reações. O procedimento é repetido até que toda a se- 
quência seja determinada. A degradação de Edman é executada 
em uma máquina» denominada seqüendador, que adiciona os 
reagentes nas proporções corretas, separa os produtos» faz a sua 
identificação e registra os resultados, Esses métodos são extre- 
mamente sensíveis. Freqüentemente, a sequência completa de 
aminoácidos pode ser determinada a partir de apenas alguns 
microgramas de proteína. 

O comprimento do polipepttdeo que pode ser seqüen ciado 
com exatidão pela degradação de Edman depende da eficiência 
das etapas químicas individuais. Consideremos um peptideo que 
começa com a seqüência Gly-Pro-Lys em seu aminoterminal, 
Se a glicina for removida com 97% de eficiência, 3% das molé- 


culas do polipeplídcú em solução reterão um resíduo de Gly em 
seu aminoterminal, No segundo ciclo de Edman, 97% dos ami- 
noáddos liberados serão prol i nas e 3% serão gliclnas, enquanto 
3% das moléculas reterão resíduos de Gly (0,1%) ou Pro (2,9%) 
em seus amlnotermínais. Em cada ciclo, os peptldeos que não 
reagiram em ciclos anteriores contribuirão com aminoácidos 
para um ruído de fundo cada vez maior, tomando eventualmente 
impossível determinar qual será o próximo aminoácído na se 
qüência do peptldeo original. Os seqüenciadores modernos atin- 
gem eficiências de mais de 99% por ciclo» permitindo o seqüen - 
ciam en to de mais de 50 resíduos de aminoácidos contíguos em 
um polipeptídeo. A estrutura primária da insulina, obtida por 
San gere colaboradores em um período de 10 anos» pode ser boje 
completamente determinada em um ou dois dias. 

Grandes proteínas devem ser 
seque nd adas em segmentos menores 

A exatidão global do seqüenda mento de aminoácidos geralmente 
diminui à medida que o comprimento da cadeia polipeptídica 
aumenta. Os peptídeos muito grandes encontrados nas proteí- 
nas devem ser quebrados em pedaços menores para ser sequem 
dados eficien temente. Há várias etapas nesse processo. Inicial- 
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mente, a proteína é clivada em um conjunto de fragmentos es- 
pcclfico* por uma série de métodos qui micos ou enrimáticos- 
Sc existirem ligações dissulfcta, estas devem ser rompidas, Cada 
fragmento é, a seguir, purificado e sequem; i ado pdo procedi- 
mento de Edman. Finaimente, a ordem em que os fragmentos 
qfcírcem na proteína original é determinada e as ligações dia- 
culíétu (se existirem} sáo localizadas 

Rompendo as ligações dissulleto. As ligações dlssul fe- 
to interferem com o procedimento de seqüen eia mento. Um re- 
liduu d e cistina (Fig. 5-7) que tem uma de suas ligações peptídi- 
cu clivadas pelo procedimento de Edman pode permanecer li- 
gado a outra fita polípcptídica por sua ligação dissulfeto. As 
igações dissulfeto também interferem com a divagem emimá- 
tka ou química do poíipcp t ideo. Duas abordagens para o rom- 
pimento irreversível das ítpções dissulfeto são resumidas na 
figura 5-26. 

Gfvagqm da cada ia polipeptídka. Diversos métodos 
podem ser usados para fragmentar a cadeia palipeptidLca. Enzi- 
JSííV denominadas pruteases. catalisam a divagem hidrolitica 
de ligações peptídicas. Algumas prateasíes clivam apenas a liga- 
ção peptídica adjacente a resíduos particulares de aminoácidos 
[Tabela 5-7), podendo, assim, clivar uni poiipeptídeo de modo 
previsível e reprodutível. Diversos reagentes químicos lambem 
divam a ligação peptídica adjacente a resíduos específicos. 

Entre as proleascs. a enzima digestiva trfpsina catalisa a hi- 
drúbe apenas das ligações peptídicas cujo grupo carbonili per- 
tença i um resíduo de Lys ou Arg, independentemente do com- 
primento ou da sequência de aminoicidos da cadeia. O número 
de peptideos menores produzidos pela divagem com tripsína 


Ta br la 5-7 - A especificidadt de alguns métodos fmqiienlefnant* 
usados pir* a fragmentação da cadeias gjjgadRaa 


Téatam#nto* Ponto* de divagem ' 

Tripsna 

lys. A/yíG 

ProTeá» da SiJÒmantíòfuS 

ArçflO 

C3um«r(Hara 

■**. TVp. VÍO 

Proiease V8 de 5tapHy*o coccus auneus 

Asp, Glu [O 

Proiéáse Asp-JV 

Asp. GlutN) 

Pepsina 

Phe, Trp, Tyr (N) 

Endoproteinase Lys C 

Lys íO 

Brometo d# cia nogénio 

M« ÍC) 


* Á exceção do brometo de danagiflH, todas as substâncias são proieases 
Todas sAo dftpõtvveis em tontes comercas 


' Resdjos que tornecem o ponio onirtáno de ircanhecmento para a potófese 
ou reagente a cíwagetn da kgaçto pepTri-ca ocorre no carooora (Q ou 
amnoIWi dos resíduos de èmtnoãcdos «ideados 

pode. dessa forma, ser previsto a pariir tk> numero total de resí- 
duos de lys ou Arg no poiipeptídeo original, que pode sèr deter- 
minado á partir da hidrólise da amostra intacta (Fig. 5-27), Um 
poiipeptídeo que contenha cinco resíduos de Lys e/ou Arg geral- 
mente produzirá seis peptideos menores após a divagem com 
trípsina. Além disso, todos eles, exceto um, terão uma Lys ou uma 
Aig carboxiterminal. Os fragmentos produzidos pela ação da trip- 
sina (ou por outro método químico ou enzimátrico) podem ser 
separados por métodos cromatogrãlicos oti eletroíméticos, 

Seqüenciámertto de peptideos Cada fragmento pcpti- 
dico resultante da ação da tripsina é seqUenciado separadamen- 
te pelo procedimento dê Edman, 
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Figura 5-26 - O rompimento dn Ugações dlssutft lo nas proteína* Doo métodos comum estão ilustrado* A ondação do* 

resíduos de osirta tom Ackto pedõrmico produz don resíduos rte àodo tislõco A redução com drtotn*rtof para formar resíduos de 
Cys deve ser seguda por outra rnoòrftAçáo dos grupers — SH reativos. para prwnnr uma nova forpraçâo de irgâçfles dnaj^eto A 
carbcirrietilaçio peto üdoacetam e unw reação que pode ser utilzada para tal propósito 
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Conclusão 

O polipeptídeo possui 
3& resíduos de aminoicidos. 
A tripsina irá clivá-lo trás 
vezes (em um R (Arg) e 
dois K (Lyrih gerando quatro 
fragmentos. O brometo de 
cianogênio irá clivá-la em 
duas M (Met), gerando très 
fragmentos. 
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Figura 5-Z7 - Clivagem de proteínas e seqüenciamento e ordenamento dos fragmentos peptidicos Inicia Irnente. a com- 
posição de aminoácidos e o resíduo aminoterminal de uma amostra intacta sjg determinados. Em seguida, quaisquer ligações 
dissulfeto são rompidas antes da fragmentação, de modo que o seqüencia mento possa prosseguir eficientemente. Neste exemplo, 
existem apenas dois resíduos de Cys (O, de modo que há apenas uma ünica possibilidade de localização da ligação dissulfeto. Em 
polipeptídeci5 com três ou mais resíduos de Cys, a posição das ligações dissulfeto pode ser determinada conforme descrito no texto. 
{As abreviaturas de uma letra para os amioDáddos são mostradas na Tabela 5-1 ,) 


Ordenamento dos fragmentos peptidicos, A ordem 
dos fragmentos trípticos no polipeptídeo original deve ser deter- 
minada. Outra amostra da cadeia polipeptídica original é clivada 
em fragmentos* usando- se outra enzima ou reagente que divem 
ligações peptídicas em outras posições distintas das efetuadas pela 
tripsina, Por exemplo* o brometo de cianogênio diva apenas as 
ligações peptídicas nas quais o grupo carbonila se origina da me- 
tionina, Os fragmentos resultantes desse segundo procedimento 
são, a seguir* separados e seqüenciados como anterior mente. 

As sequências de aminoáddos de cada fragmento obtido 
pelos dois procedimentos de divagem são examinadas, com o 
objetivo de se encontrar peptideos derivados do segundo proce- 
dimento cujas sequências estabeleçam uma continuidade, em 
razão das sobreposições, entre os fragmentos obtidos pelo pri- 
meiro procedimento de divagem (Fig. 5-27). Os peptideos so- 
breponíveis, obtidos na segunda fragmentação, fornecem a or- 
dem correta dos fragmentos peptídicos produzidos pela primei- 
ra, Se o aminoácido amino terminal foi identificado antes da 
divagem original da proteína* essa informação pode ser usada 
para estabelecer qual fragmento é derivado do aminoterminal. 


Os dois conjuntos de fragmentos podem ser comparados, para 
se verificar a existência de possíveis erros na determinação da 
seqüênda de aminoáddos de cada fragmento. 

Se o segundo procedimento de clivagem não permite esta- 
belecer a continuidade dentre todos os peptideos da primeira 
divagem* um terceiro ou mesmo um quarto método deve ser 
empregado* para se obter um conjunto de peptideos que possa 
fornecer a(s) sobreposíção(ões) necessária(s). 

Localização dos ligações dissulfeto Se a estrutura pri- 
mária incluir ligações dissulfeto* suas localizações podem ser deter- 
minadas em uma etapa adicional após o seqUenciamento estar com- 
pleto. Uma amostra da proteína ê novamente clivada com um rea- 
gente como a tripsina* dessa vez sem o rompimento prévio das 
ligações dissulfeto. Quando os peptideos resultantes são separados 
por eletroforese e comparados com o conjunto original de peptíde- 
os gerados pela tripsina, para cada ligação dissulfeto* dois dos pep- 
lídeofi originais estarão ausentes e um novo peptideo, de maior ta- 
manho* surgirá. Gs dois peptideos ausentes representam as regiões 
do polipeptídeo intacto, as quais são unidas por ligações dissulfeto. 
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As seqüèndas de amlnoáddos também 
podam str deduzidas por outros métodos 

A abordagem anterior mente resumida não é a única forma de se 
determinar sequências de aminoáridos. Novos métodos basea' 
dos na especlronietria de massa permitem o seqüenciamenio dc 
ftfpftdcok curtos ( 20 a 50 amiiroáddos) em apenas alguns mi- 
Buios (Adendo 5*3), Aiém disso, o desenvolvimento de méto- 
dos tépidos dc scqUmria mento de D NA (Capitulo 10), a eluci- 
dação do código genético (Capitulo 27) e o desenvolvimento de 
técnkas para o isolamento de genes ( Capitulo 29) tornam pos- 
ctad deduzir t sequência dc um polipeptídeo a partir da deter 
minaçao di sequência de nudeotkku® no gene que o codifica 
{Fig. 5-28 )l As técnicas usadas para determinar sequências de 
protana* e de DNA são complementares. Quando o gene está 
dtsponjvd, o sequendamento do ONA pode ser mais rápido e 
mais exato que o sequência mento de uma proteína. A maioria 
dii proteínas é hoje em dia seqüenciada dessa forma indireta. Se 
0 gene não for isolado. o seqüenciamento direto de peptideos é 
nciBsárto, ç isso pode fornecer informações {por exemplo, a 
bcatização de ligações dissulfeto) que não estão disponíveis em 
uma sequência de DNA. Além disso, mesmo um conhecimento 
parcial da seqüência de aminoáddos facilita erio rmemen te o iso- 
lamento do gene correspondente (Capítulo 29). 

Sequtncia dc 

smlnoiddoi (proteína) G In- Ty r -Pro-Thr- I le -Trp 

SeqUínda dc DNA (gene) C AGTATCCT ACG ATTTGG 

Figura 5-28 - Correspondência entre as sequências de DNA e de 

■mlnoácídca Cada amlnoácido é codificado por uma sequência especí- 
fica de três nutleoildeos no dna. O código genético e descrito em deta- 
lhes no CapítuJo 11 


O conjunto de métodos hoje em dia disponíveis para anali- 
sar tanto proteínas como ácidos midéico* aponta para uma nova 
disciplina de bioquímica celular. A seqüéncia completa do DNA 
de um organismo* seu genoim ( Tabela l - 1 h está agora disponí- 
vel para organismos que variam desde vírus e bactérias até 
eucarfoUrs mutiíceliibres. Qs genes lém sido descobertos aos mi- 
lhares, incluindo muitos que codificam proteínas sem funções 
conhecidas. A fim de descrever todo o perfil protéico codificado 
pelo DNA de um organismo, os pesquisadores cunharam o ter- 
mo proteoma. A análise do prateunio, de uma célula é um auxi- 
liar cada vez mais importante e informativo para a totalização 
dc sua seqüènda genõmica. As proteínas de uma célula sâo se- 
paradas e mostradas pela eletroforese bidi mensional l. Fig, 5-22). 
As manchas relativas a proteínas individuais podem ser extraí- 
das desses géis. Pêptídeos de pequeno tamanho, derivados das 
proteínas, são seqüendado* por cspççtrwnetria de massa (Aden- 
do 5-3) e essas sequências são compradas com a sequência ge- 
nòmka pra identificar a proteína. FrcqUentememe P o conheci- 
mento da sequência de um segmen to de seis a oito resíduos de 
aminoécidos e suficiente pra indicar o gene, codificando a pra- 
teina toda. Inevitavelmente* algumas dessas proteínas já são co- 
nhecidas e possuem funções bastante estudadas; outras são mais 
misteriosas. Quando a maioria das proteínas e relacionada com 
um gene, as alterações nu perfil protéíco devidas a alterações am- 
bientais, nutricionais ou ocasionadas por estresse ou doenças 
podem ser examinadas. Esses estudos podem fornecer evidênci- 
as para o pape] de proteínas cujas funções são ainda desconheci- 
das. Eventualmente, tais estudos poderão complementar os es- 
tudos sobre o metabolismo celular intermediário e o metabolis- 
mo de ácidos nudéicos, para fornecer um quadro novo e cada 
vez mais completo da bioquímica em relação às células e até 
mesmo aos organismos. 


I Adendo 5-3 


Investigando proteínas com a espectrometrla de massa 


O espectrõmetro de massa tem sido uma fernaineni- 
ta indispensável nu química. .As moléculas a serem 
analisadas são iniculmente ionizadas no vácuo. 
Quando as moléculas, agora carregadas, são intro- 
duzidas em um campo elétrico c/ou magnético, suas 
trajetórias através do campo são uma função de sua 
razão massa/carga, mte Esta propriedade mensurá- 
vel das espécies iònic Js podç ser usada para deduzir 
a massa ( Af> da substância a ser analisada com gran- 
de precisão. 

Embora a espectro metna dc massa esteja em uso 
há vários anos, ela não podia ser aplicada a maero- 
moiéoilãs como proteína* e ácidos nuclékos. As de- 
terminações de míz aio feitas em moléculas na táse 
gasosa, e □ calor ou ou tro trata men to necessário para 
levar uma macro molécula para n fase gasosa geral- 
mente causava sua rápida decomposição, Em 1988, 
duas técnicas diferentes foram desenvolvidas para 
superar essa dificuldade. Em uma ddas, as proteí- 
nas são colocadas em uma matriz que absorve luz, 
Com um breve pulso de luz "laser" as proteínas são 
ionizadas e, em seguida, dessnrvidas da matriz, indo 
ao sistema a vácuo, Esse processo, denominado es- 


pectrametrú de muu por dessoreão/ ionização a 
"laser" assistido por urna matriz ou MALD1 MS, 
foi utilizado com sucesso na determinação da me- 
sa de diversas macromulécula*. Em um segundo e 
igualmente bem-sucedido método, as macrumole- 
cuUs em solução *io forçadas diretamente da fase 
líquido, para a fase gasosa. Cma solução de molécu- 
las â serem analisadas alrrassa uma agulha carre- 
gada que é mantida em elevado potencial elétrico, 
dispersando a solução em um fina aerossol de mt- 
crogtUds carregadas. O solvente que envolve as ma- 
cr o moléculas rapidamente se evapora e os iotvs ma- 
cromolecukres com cargas múltiplas são introdu- 
zidos na fase gasosa, sem serem destruídos, Essa 
técnica é denominada capectrometria de massa por 
ionização e eletropulverização ou ESI MS. Prótons 
adicionados durante 4 passagem pela agulha forne- 
cem cargas adicionais ã maerumolécuJa. A razão tnfz 
da molécula pode ser analisada na câmara a vácuo. 

A espectrometrla dc massa fornece uma abun- 
dante informação para a pesquisa pruteômiea, para 
a enzimologia e para a química de proteínas em ge- 
ral. As técnicas necessitam apenas de quantidades 


Cvnfmua na página seguinte 
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minúsculas de amostra, de modo que podem ser 
facilmente aplicadas a pequenas quantidades de pro- 
teínas extraídas de géis eletmfaréticos bidimensio- 
nais. A medida precisa da massa molecular de uma 
proteína é um dos parâmetros críticos em sua iden- 
tificação. Uma vez que a massa de uma proteína seja 
precisa mente conhecida, a espectrometria de massa 
é um método exato e conveniente para detectar al- 
terações na massa devidas à presença de co-fàtores 
e íons metálicos ligados á proteína* às modificações 
covalentes e a outras causas. 

O processo para determinar a massa de uma pro- 
teína com o ESI MS é ilustrado na Figura l.À medi- 
da que é injetada na fase gasosa, a proteína adquire 
um número variável de prótons e, dessa forma* car- 
gas positivas do solvente. Isso cria um espectro com 
diferentes razões massa/carga. Cada pico sucessivo 
corresponde a uma espécie que difere da do pico 
vizinho por uma diferença de razlo massa/carga 
igual a 1 (1 próton). A massa da proteína pode ser 
determinada a partir de dois picos vizinhos quais- 
quer. Am/z determinada de um pico é 
M 4 tiiX 

[m} ^ = — — 

onde Aí é a massa da proteína, n 2 é o número de cargas 
e X é a massa dos grupos adicionados (prótons, neste 
caso). De modo semelhante, para os picos vizinhos, 

n 2 + 1 

Agora temos duas incógnitas (Me rij} e duas equa- 
ções. Podemos resolver inidalmente o valor de n 2 e 
depois o de M; 

(mtzh-X 

1 (m/zh- (ffi/z)i 

M= ftj[(m/zÍ 2 -X] 


O cálculo que utiliza os valores de mh de dois picos 
quaisquer em um espectro, como o mostrado na Fi- 
gura lb* geralmenle fornecerá a massa da proteína 
{neste caso, aerolisina k; 47.342 Da) com um erro de 
apenas +0*01%. A partir da geração de vários con- 
juntos de picos* repetições dos cálculos e tomando- 
se as respectivas médias, os resultados podem ser ain- 
da mais exatos para o cálculo de M. Algoritmos com- 
putacionais podem transformar o espectro mU em 
um único pico que também fornece uma medida 
muito exata da massa (Fig r lb, inserção), 

A espectrometria de massa também pode ser usada 
para seqüenriar pequenos trechos de um polipeptí- 
deo, uma aplicação que surgiu como uma ferramenta 
valiosa para identificar rapidamente proteínas desco- 
nhecidas, A informação relativa à seqüéncia é obtida 
usando-se uma técnica denominada MS seqüendal ou 
MS/MS. Uma solução que contém a proteína sob in- 
vestigação é inidalmente tratada com uma protease 
ou reagente químico, a fim de reduzí-ta, por divagem 
hidrolltica, a uma mistura de peptídeos mais curtos, A 
mistura é, a seguir* injetada em um instrumento cons- 
tituído essencialmente por dois espectrúmetros de 
massa em seqüència (Fig. 2a, parte superior). No pri- 
meiro, a mistura peptídica é separada e os fragmentos 
ionizados são manipulados de modo que apenas um 
dos diversos tipos de peptídeos produzidos por diva- 
gem possa emergir na outra extremidade, A molécula 
do peptídeo selecionado, que possui uma carga em 
alguma posição ao longo de sua extensão, percorre uma 
câmara a vácuo entre os dois espectiómetros de mas- 
sa, Nessa célula de colisão, o peptídeo c fragmentado 
ainda mais por impactos de elevada energia com um 
“gás de colislc/) uma pequena quantidade de um gás 
nobre como o hélio ou o argônio que é injetado no 
interior da câmara a vácuo. Esse procedimento é de- 


Cspüar Soiuçlo 
de vidro da amostra 



Alta 

voltagem 



[ n ter face 
sob vácuo 


{a) 



Figura 1 - Espectrometria de massa por eletropulverlzâção de uma proteína, (a) Uma solução de proteína é 
dispersa em gotas altamente carregadas por passagem através de uma agulha sob a influência de um campo elétrico 
de afta voltagem. As gotas evaporam e os ions (com prótons adicionados, neste caso) penetram no espectròmetno de 
massa para a determinação de m/z. O espectro gerado (b)é uma família de picos, com cada pico sucessivo (da direita 
para a esquerda) correspondendo a uma espécie carregada, acrescida de uma unidade de massa e de carga. Uma 
transformação produzida em computador ê mostrada na inserção. 
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Figura 2 - Obtendo informações sobre sequências 
de proteína* cora > tspectrometría dc massa séquen- 

dai ai Após a h«*ó*se pratHJütKa. uma solução p rotê*- 
ca t injetada em ura espectrómetro de massa iMS-1 ) Os 
pepEidèos dfsnntos sâo sefetionaâos de tanna que ape- 
nas um iipo escolhido para a ar^ly? subsequente O 
peptideo selecionado ê fragmentado novamemeem uma 
câmara entre os rfa*s espearbmeíros de massa, e a ra- 
zSc m/í parã cada fragmenta è meduJá no segundo «- 
pectrdmetío de massa (MS-2). Muitos dos Ions gerados 
durante essa segunda fragmentação resultam do rompi- 
mento da ligação peptídica, como mostrado. Estes são 
denominados lons tipo b ou tipo y, dependendo de a 
carga ter sido retida no lado aminoterminal ou carboxi- 
lerminal. respecturamenie. (to) Um especiro típico com 
ÇB005 que representam os iragmenios peptiúkos gera- 
dos a pad* de uma amostra de t*n ppplideo curto MO 
f&ídjCrtV Os picos marcados sao oos Tipo y. O piro de 
ateada mTenyfode. prüumo a yT, ê um too duplamen- 
te carregado e nâo { az parte do con$txita y Os ptcos 
sucessivos se diferem peta massa de um ammoâodo par- 
ticular no peptKjçq ongina* Neste caso. a seqüênqa de- 
duzida fd Phe-Pio-Gly^ti^lle^euhAsn-nAla-^AspHlle/ 
teuV-Arg Note a ambiguidade entre os resíduos, de tle e 
Leu dewfo ao falo de ambos possuírem a mesma massa 
molecular Neste exemplo, o conjunto de pteoa deriva- 
dos dos lons dotipp y predominam e, como resultado, o 
espectro í muito simplificado Isso se deve ao fato de 
que um resíduo de Arg ocorre no carbcxiterminal do pep- 
tfdeo e a maior parte das cargas positivas ê netida nesse 
resíduo. 


scnhado para fragmentar muitas moléculas do pep- 
tideo da amostra, com cada peptideo sendo divado 
cm apenas um local, em média, A maioria das que- 
bras ocorre em ligações peptidicas. A fragmentação 
não envoive a adição de água é realizada em quase 
vácuo), dc modo que us produtos podem incluir 
radicais molécula resto mo os radicais ca rbonila ( Fig. 
2a, parte inferior], A carga do peptídeo originai é 
retida cm um dos fragmentos gerados a partir dele. 

O segundo espectrô metro òe massa mede as ra- 
zões m/z de todos os fragmentos carregados ( frag- 
mentos não-earregadea nâo sâo detectados). Isso gera 
um ou mais conjuntos de picos. Um dado conjunto 
de picos (Fig. 2b) consiste de iodos os fragmentos 
carregados que furam gerados pdo rompimento do 
mesmo tipo de ligação i mas em diferentes pontos 
do peptideo) e derivados do mesmo Lado da quebra 
da bgaçao, seja õ carbcmterniina] nu o arninotermi- 
ruL Cada pico sucessivo em um determinado con- 
junto possui um ammoácido a menos que o pico an- 
terior, A diferença na massa de pko paf a pico identi- 
fica o amifToáctdn que foi perdido em cada caso, 
revelando, dessa forma, a sequência do peptídeo. As 
únicas ambiguidades envolvem a kucina e a isoleu- 
rina, que possuem a mesma massa. 

A carga no peptldeo pode ser retida no fragmen- 
ta carbaxi terminai ou no fragmento umi no termi- 
na], e outras hgações, além da ligação peptídica, 
podem ser rompidas no processo de fragmentação, 
resultando em múltiplos conjuntos de picos. Os 
conjuntos mais proeminentes consistem dm frag- 


mentos carregados derivados da ruptura das Liga- 
ções peptidicas. O conjunto de picos relativos aos 
fragmentos carboxiteimmais pode ser distinguido 
sem ambigüidade dos picas relativos aos fragmen- 
tos a mi no terminais. Como as ligações rompidas 
entre os espeelròmetros (na célula de cufcáo) não 
geram grupos carboxsh ou amirto completos nos 
sítios dé rompimento, os únicos grupos a-amino c 
a-eurboíil* intactos nos fragmentos peptídicos são 
os das extremidades fFig, 2a) , Os dois conjuntos de 
fragmentos podem ser determinados pelas ligeiras 
diferenças de massa. A seqüéncia de aminoáddos 
derivada dc um conjunto pode ser confirmada pelo 
outro, úümcnTando a confiança na informação ob- 
tida, relativa às sequências. 

Mesmo uma sequência curta é geralmente sufici- 
ente para permitir uma associação, sem ambiguida- 
des, de unta protemz com o seu gene, se a sequência 
gêmea for conhecida. O sequem tarormo pela espec- 
tromctris dc massa não pode substituir o procedi- 
mento da degradação de Ednun para o sequencia- 
mento de peptideos extensos, mes é ideal para a pes- 
quisa protcômica que objetiva a catalogação das 
centenas de proteínas celulares que possam ser sepa- 
radas em um gél bidimensional. Nas décadas vindou- 
ras, dadas detalhadas de sequências gcnõmicas esta- 
rão disponíveis para centenas, eventual mente milha- 
res de organismos. A habilidade de associar proteína 
cem genes de fornia rápida, ulilixando a espetiro- 
meiria de massa, fadlitaii enofmcmenle a explora- 
ção desse extraordinário recurso informado nal 


A seqüêncla de amlnoácfclos fornece 
importantes informações bioquímicas 

O conhecimento da seqUência de aminoáddos de uma proteína no* 
permite ter uma idéia sobre sua estrutura e função, sua localização 
celular e evolução, obtidas, sobretudo, a partir de pesquisas de si- 
milaridade com outras sequências conhecidas. Milhares de sequên- 
cias sâo conhecidas e estão disponíveis em bancos de dados acessí- 
veis pela internet. A comparação de uma seqüência recém-obtida 
com esses grandes bancos de sequências armazenadas revela, com 
frequência, relacionamentos surpreendentes c csdareecdores. 

Nâo se compreende, em detalhes, a maneira exata de como 
a seqüéncia de amtnoáctdos determina a estrutura tridimensio- 
nal, também náo é sempre pwsivel predizer a função a partir da 
seqüéncia. No entanto, famílias de proteínas que possuem ca- 
racterísticas estruturais ou funcionais comuns podem ser facil- 
mente identificadas com base nas similaridades de suas scqüén- 
ciasde ammoácidos. As proleinas individuais são associadas ás 
famílias, baseando-se no grau de similaridade na seqüéncia de 
ammoácidos- Os membros de uma família geral mente são idên- 
ticos em 25% ou mais de suas seqüéncia*, e as proteínas, nessas 
famílias, geralmente com partilham ao menos algumas caracte 
risticas funcionais e estruturais. Algumas famílias sio defini- 
das, no entanto, por identidades que envolvem apenas alguns 
resíduos de aminoáddos que são críticos para uma determina- 
da função. Diversas suhest ruturas similares (a serem definidas 
no Capítulo 6 como “domínios*) ocorrem em muitas proteínas 
fundo nalm ente não relacionadas, Esses domínios freqQente- 
mente se enovelam em configurações estruturais que possuem 
um grau nio costumeiro de estabilidade ou que sào especiali- 
zadas para um certo ambiente As reiações evolucionárias po- 
dem ser também deduzidas a partir de similaridades estrutu- 
rais e funcionais existentes nas famílias d< proteínas, 

Certas sequências de ammoácidos atuam frequentemente 
corno sinais que determinam a btaiaaçio cdular.as modificações 
químicas e a meia- vida de uma proteína Scqüênrias sinalizadoras 
especiais, geralmente localizadas na extremidade aminotermuul, 
«o usadas para dsrerionaf certas proteínas para serem exportadas 
pela célula, enquanto outras proteínas são direcionadas para dis- 
tribuição ao núcleo, á supeffick celular, ao citosol e a outras loca- 
lizações celulares. Outras soqüéndas aluam como sítios de anco- 
ragem para grupos prostéticos, lais como grupos de açúcares nas 
glkopfote knas e de lipídios nas lipopmieinas. Alguns desses sinais 
são bem caracterizados e podem ser facilmente reconhecidos, caso 
ocorram em sequências de proteínas recém -caracterizadas. 

Peptideos pequenos t proteínas podam 
ser sintetizados quimicamente 

Diversos peptideos sào potendalmente úteis como agentes for' 
macológicos, e soa produção é de considerável importância co- 
mercial. HA três formas de se obter um peplídeo: (1 ) por purifv 
cação a partir de um tecido, uma tarefa frequentemente dificul- 
tada pelas pequenas quantidades que podem ser obtidas, dada a 
baixa concentração de alguns peptfdeos; (2) pela engenharia ge- 
nética (Capítulo 29); ou (3) pela síntese química direta. As téc- 
nicas poderosas disponíveis atualmente tornam a síntese quí- 
mica direta uma opção atraente em muitos casos. Além de sua 
importância comercial, a síntese de porções peptídicas específi- 
cas de grandes proteínas é uma ferramenta de crescente impor- 
tância para o estudo da estrutura e da função das proteínas. 

A complexidade das proteínas toma as abordagens sintéticas 
tradicionais da química orgânica impraticáveis para peptídeos 
com mais de quatro ou cinco resíduos de aminoAcidos. Um dos 
problemas é a dificuldade de purificar o produto após cada etapa. 


R Bruce Memfiefd 


A principal descoberta tecnológica ne»e campo foi feita por 
Broce Menifield em 1962, Sua inovação envolvia a síntese de 
um peptideú, mantendo-o ancorado por u má extremidade a um 
suporte sólido, O suporte consiste de um polímero insolúvel 
(resina) contido cm uma coluna similar ás utilizadas para pro- 
cedimentos cromatograftcos. O peptideo è sintetizado gradual- 
mente nesse suporte, um aminoácido de Cada ve?, ulniAindoV 
um conjunto- padrão de reações em um ciclo repetitivo (Fjg, 5- 
29). Em cada etapa sucessiva do ciclo, grupos qui miCOs proteto- 
res bloqueiam reações indesejadas. 

A tecnologia para a síntese química de peptideos é automa- 
tizada, e vários tipos de instrumentos comerciais estão disponí- 
veis hoje em dia. A limitação mais importante do processo é á 
eficiência de cada eido químico, como pode ser visto pelo cálcu- 
lo dos rendimento* totais da síntese dc peptídeos de vários ta- 
manhos, tomando como base um rendimento para a adição de 
cada ammoácklo de 96,0% em vez de 993% í Tabela 3-8), Uma 
reação incompleta em uma etapa pode levar â formação Jc uma 
impureza (na forma de um peptideo curto) ru etapa seguinte. 
As condições de ocorrência das reações químicas foram otimi- 
zadas para permitir a síntese de proteínas com IQD resíduos de 
aminoáddos em alguns dias, com rendimento razoãvei Uma 
abordagem muito semelhante foi utilizada para sintetizar áci- 
dos nuclêicos (veja Fig. 10-37), Ê importante observar que essa 
tecnologia, impressionante por si só, e muito rudimentar, quando 
comparada aos processos biológicos. A mesma proteína de 100 
aminoácidos seria sintetizada com uma enorme fidelidade em 
cerca de 5 segundos, em uma célula bactéria na. 

Tabela 5-Ê - Efeito dos rendimentos parciais sobre o rendimento 
total na síntese de peptidheos 


Número de Rendimento total do pcpttòcc 

resíduos no final (%) quando o rendimento de 

pólipeptideo polí peptideo final de cada etapa for 


final 

963% 

993 * 

n 

66 

98 

21 

44 

96 

31 

29 

94 

51 

13 

90 

roo 

3/7 

B2 


Diversos métodos para unir efieíentemenle os peptídeos (or- 
naram possível a construção de grandes proteínas a partir dc pep- 
tideos sintéticos. Com esses métodos, novas formas de proteínas 
podem ser criadas com grupos químicos preci samente posicio- 
nados, incluindo-se os que não são normal mente encontrados em 
uma proteína celular Essas novas formas de proteínas permitem 
novas maneiras de se testar teorias de catálise enzimática, criar 
proteínas com propriedades químicas novas e projetar seqüén ci- 
as protéicas que se enovelarão em estruturas particulares. Esta úl- 
tima aplicação fornece um teste definitivo para nossa crescente 
habilidade de relacionar a estrutura primária de um peptldwcom 
a estrutura tridimensional que assumirá em solução. No próxi- 
mo capitulo, veremos as estruturas protéicas de ordem mais altas, 
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Figuras 5-29 - A síntese química de um peptideo em um suporte de 
polímero insolúvel As reações ® a © são necessárias para a formação 
de cada ligação peptidica, O grupo &-fluonenil-meiQMÍcarbQnil [Fmoc r som- 
breado em azul) impede as reações indesejadas no grupo a-amino do 
resíduo (sombreado em vermelho). A síntese química ocorre a partir da 
extremidade carboxiterminaí em direção ã extremidade aminotermhal, q 
sentido inverso da direção da síntese protéica in vivo (Capítulo 27). 
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Resumo 


Os 2D aminoácidos comu mente encontrados como 
produto da hidrólise de proteínas contém um grupo 
çt-carbaxíla, um grupo a-amino e um grupo R carac- 
terístico, substituído no átomo de carbono a, O áto- 
mo de carbono a dos aminoáddos [exceto a glicina) é 
assimétrico; assim* o aminoácidu pode existir em pelo 
menos duas formas estereoisomérícas. Apenas os L- 
estereoísòmeros, os quais estão relacionados com a 
configuração absoluta do L-gUeeraldddo* sào encon- 
trados em proteínas. Os aminoácidos são classificados 
com base na polaridade de seus grupos R, A classe ali- 
fçitica não-polar inclui aJanina, glicina, isoleucina, ieu- 
cina, prolina e valina. Penilalanina, triptofano e tírosi- 
na têm cadeias laterais aromáticas e são, também, rela- 
tívamente hidroíóbicas, A dasse não-cannegada, porém 
polar, inclui asparagina, dsteína, glutamina, metioni- 
na. serina e treonina. Os aminoácidos carregados ne- 
gatívamente [ácidos ) são o aspartato e o giutamato, os 
carregados positivamente (básicos) são arginina* his- 
tidina e lisina. Existe também um grande número de 
aminoácidos não-primários que ocorrem em algumas 
proteínas [como resultado da modificação dos ami- 
noácidos primários) ou como metabólitos livres no 
interior das células. 

Os aminoácidos mcmoaminG-monocarboxílicos 
são ácidos dipróticos (~H 3 NCH(R)COQH) quando 
em solução de pH baixo. À medida que o pH é eleva- 
do até próximo de 6, perio do ponto isoelétrico, o pró- 
ton do grupo carboxila é perdido para formar a espé- 
de dipolar ou “zwitlerion 1 ’ + H 3 NCH( RJCOO", eletrica - 
mente neutra. Aumentos posteriores no pH provocam 
a perda do segundo próton* para liberar a espécie iôni- 
ca HjNCH(R)COG'. Os aminoáddos com grupos R 
ionizáveis podem existir como espécies jónicas adicio- 
nais, dependendo do pH e do pK,, do grupo R. Assim, 
os aminoácidos têm propriedades acidobásicas muito 
variáveis. 

Os aminoácidos podem ser unidos covalentemen- 
te por ligações- peptídicas, para formar peptídcüs e pro- 
teínas. As células geralmente contém milhares de pro- 
teínas diferentes, cada uma com uma atividade ou fun- 
ção biológica distinta. As proteínas podem ser 
constituídas por cadeias muito longas, de lüü a milha- 
res de resíduos de aminoácidos. No entanto, alguns 
peptídeos de ocorrência natural apresentam apenas al- 
guns resíduos de aminoácidos. Algumas proteínas são 
compostas por várias cadeias polipeptídicas associa- 
das não-covalentemente, denominadas subunidades. 


As proteínas simples produzem apenas aminoáridus, 
após serem submetidas a hidrólise; já, as proteínas 
conjugadas contêm, além de aminoácidos, algum 
outro componente, como um ion metálico ou um 
grupo pnostético orgânico, 

Há quatro níveis de estrutura protéica que podem 
ser geralmente reconhecidos. A estrutura primária re- 
fere-se à seqüéncia de aminoácidos e à localização 
das ligações dissulfeto. A estrutura secundária con- 
siste na localização espacial dos aminoácidos adja- 
centes em extensões localizadas. A estrutura terciária 
é a conformação tridimensional de toda uma cadeia 
polipeptídica, A estrutura quaternária envolve a lo- 
calização espacial de múltiplas cadeias pülipeptídi- 
cas associadas de maneira estável. 

As proteínas são purificadas em fimção das diver- 
sas propriedades nas quais podem diferir entre si. As 
proteínas podem ser seletivamente precipitadas pela 
adição de certos sais, Uma ampla quantidade de mé- 
todos cromatngráficos utiliza, as diferenças de tama- 
nho, as propriedades de Ligação, carga e outras. A ele- 
troforese pode separar as proteínas com base em sua 
massa ou carga, Todos os procedimentos de purifica- 
ção necessitam de um método para quantificar a pro- 
teína de interesse na presença de outras proteínas. 

Diferenças na função das proteínas são resultantes 
de diferenças na composição de aminoácidos e em sua 
sequência. As sequências de aminoácidos .são deduzi- 
das a partir da fragmentação dospolipeptídeosem pep- 
tídeos menores, empregando-se reagentes conhecidos 
por clivarem ligações peptídicas específicas e, em se- 
guida, determinando-se a seqüéncia de aminoáddos 
de cada fragmento pelo procedimento da degradação 
de Edman automatizada e ordenando-se os fragmen- 
tos peptídicos a partir das superposições de seqüéncia 
encontradas entre fragmentos gerados por reagentes 
distintos, Uma seqüéncia protéica também pode ser 
deduzida a partir da seqüéncia de micleotídoos de seu 
gene correspondente no DNÀ. A comparação de uma 
seqüéncia de proteínas com os milhares de sequências 
conhecidas permite, com frequência, prever diversas 
características da proteína em questão, como sua es- 
trutura, função, localização celular e evolução. 

Proteínas pequenas e peptídeos [de até 100 resí- 
duos de comprimento) podem ser quimicamente sin- 
tetizados, O peptideo é preparado pela adição de um 
resíduo de aminoácidos por ciclo, permanecendo re- 
tido a um suporte sólido durante o processo. 
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I Problemas 


1. Configuração absoluta da dtrulina. A citrulina (fúr- 
muia quimica mostrada a seguir) isolada da melancia é 
um aminoáddo da forma l> ou L? Explique, 

C H ; (CHj ) 2 NH— C— : NH í 

H— C— ÍjHj O 

T 

COO’ 


2* Relação entre a curva de titulação e as propriedades 
acidobáíicas da glicina. Um volume de lOOmL de solu- 
ção de glicina 0,1M com pH 1,72 foi titulado com solu- 
çai» de NaOH 2,DM Durante a titulação, o pH foí acom- 
panhado e os resultados lançados no gráfico ao Lado. Os 
pontos-chave da titulação foram marcados de I a V no 
grifico- Para cada uma das afirmativas de (a) a (o) a se- 
guir, identifique o ponto-chave na titulação e justifique 
sua escolha. 

(a) Em qual ponto a glicina estará presente predomi- 
nantemente como a espécie 4 H é1 N — CH ; — COQH? 

(b) Em qual ponto a carga média liquida da glicina é 
+ I ? 

(c) Em qual ponto o grupo amino de metade das 
moléculas da glicina está no estado ionizado? 

(d) Em qual ponto o pH tem valor igual ao píf, de 
ionização do grupo carboxila da glicina? 

(e) Em qual ponto o pH tem valor igual ao pKj de 
ionização do grupo amino protonado? 



( f) Em qual ponto a glicina tein capacidade máxima 
de tamponamento? 

(g) Em qual ponto a carga liquida média da glicina é 
igual a zero? 

(h) Em qual ponto o grupo carboxúla da glicina estã 
com pie ta mente titulado (primeiro ponto de equivalência)? 

(i) Em qual ponto a glicina está completam ente titu- 
lada (segundo ponto de equivalência)? 

(j) Em qual ponto a forma predominante í 
^HiN— CHj— COO"? 


fk) Em qual ponto a carga líquida média da glkina é 
igual a -1? 

(I) Em qual ponto as estruturas das formas predomi- 
nantes correspondem a uma mistura meio a meio de 
*HjN — CH; — COOH e H,K— CHi— C:00 ? 

fm) Em qual ponto se localiza o ponto Lsodétrico? 
(n) Qual é o ponto final da titulação? 

( 0 } Se se deseja usar a glkfna como um tampão efici- 
ente, quais pontos representam ns pforeí valores de pH 
para a capacidade tampo nan te? 

3r Que fração da alanina está presente nas formas com- 
pletamente não-car regadas? Em pH igual ao ponto isoc- 
Idtrico, a carga líquida da alanina é zero. Entretanto, em- 
bora a forma predominante da alanina oo ponto Lsoelé- 
trico (pí) seja a dipolar [“zwitterion"), duas estruturas 
da alanina têm carga líquida igual a zero (a forma "zwit- 
tcTion' 1 ou dipolar e a forma nãn-carregada). 



“Zwitterion 71 Sem carga 


(a) Explique por que no seu ponto isoclítrioo (pi) a 
forma da glkina é a forma “zwjtteffon" c não a comple- 
tamente não -carregada. 

(b) Calcule a fraçao da alanina presente em seu ponto 
isoelêtrko (pl) como a forma completamente nâo-car- 
regada. Justifique Suas suposições. 

4. Estado de ionkação dos aminoáddos. Cada grupo in- 
nkável de um aminoácido pode existir em uma de duas 
formas: carregada ou neutra. A carga elétrica do grupo 
funcional é determinada peia relação de seu p£ n com o 
pH da solução, Eisa relação é descrita pela equação de 
Henderson -Has selbalch . 

(a) A histidina tem tres grupos funcionais ionizáveis. 
Escreva a* equações de equilíbrio relevantes para as suas 
três ioniiações c indique a constante de equilihrln ( > 
apropriada para cada Ionização, Escreva a estrutura da his- 
tidina cm cada estado de ionização. Qual a carga líquida 
da molécula dc histidina em cada estado de ionização? 

(b) Escreva as estruturas dominantes dos estados dc 
ionização da histidina em pH 1, 4, 8 e 12. Note que o 
estado dc ionização pode ser determinado aproximada- 
mente tratando-se independente mente cada grupo ioni- 
závcl. 

(cj Qual a carga liquida da histidina em pH 1,4, 8 c 
12? Durante uma eletroforese, para onde migrará a histi- 
dina cm cada um dos valores de pH indicados, para o 
ânodo (+) ou para o cátodo (-)t 

5, Preparação de aminoáddoK por cromalográfia de troca 
iônica. As misturas de aminoácídos são analisadas pela se- 
paração de seus componentes por meiu da tromatografia 
dc troca iônica. Em uma restna de troca cat iônica que con- 
tem grupos sulfonato (veja Ifig. 5-18), <ví aminoácidos fin- 
em ao longo da coluna em velocidades diferentes devido a 
dois fatores que retardam seu movimento: (1 ) atrações iõ- 
nicas entre os resíduos — SO.J na coluna e os grupos fun- 
cionais carregados positivamente nos aminoácidos c {2} 
interações hldrofobicas entre a» cadeia* laterais dos ami- 
noácidos e o esqueleto for temente hidrofóbicú da resina, 
Para cada par dos aminoácidos listados a seguir, determi- 
ne qual membro será eluído primeiro de uma coluna dc 
resina de troca iônica por um tampão de pl f 7. 

(a) Ásp e Lys 

(b) Arge Met 

(c} Glu e Vai 

(d) Gly e Leu 

(e) 5kr e Ala 


6. Denominação dos estereoisômems da isolcucína. Á es- 
trutura do aminoãddo isnleucina é: 

coo- 

Hj,N — C — li 

H — C — CHj. 

r ? 

Ch, 

{a) Quantos centros quixais ela tem? 

(b) Quantos isõmerns ópticos? 

(c) Escreva as formulas cm perspectiva para todos os 
isômeros ópticos da isoleucina. 

7. Comparação entre ns valores de píQ da alanina e da 
poLtalanlna. A curva de titulação da alanina mostra a io- 
nização de dnis grupos funcionais com valores de 
2,34 e 9,69, correspnndendo á ionização do grupo ear- 
boxila e á protonaçào dos grupos a mino, respectivamen- 
te. A titulação de dl, tri e nligopcptídeos de alanina mos- 
tra também a ionização dc apenas dois grupos funcio- 
nais, embora o valor experimental dos p£ a respectivos 
seja diferente. A tendência dos valores de pff„ está resu- 
mida na tabela a seguir: 


A mi noácido ou peptídeo 

PK, 

P*z 

Ala 

2,34 

9.69 

Ala- Al a 

3,12 

3.30 

Ala-AJa-Ala 

3,39 

3,03 

Ala-íAlaJo-Ala. n ^ 4 

3,42 

7,94 


(a} Desenhe a estrutura dc Ála-Ala-Ala. identifique 
os grupos funcionais associados a pA) e 

(b) O valor dc pKj aunmita quando se vai de Ala para 
um oligopeptideo composto somente de Ala. Forneça 
uma explicação para essa tendência. 

(ç) O valor dc píf 2 diminui quajtdo se vai de Ala para 
um oligopeptidco dc Ala. Forneça uma explicação para 
essa tendência. 

B, O tamanho das proteínas. Qual é o peso molecular 
aproximado dc uma proteína com 6B2 resíduos dc ami- 
noácidos cm uma única cadeia polipepíídka? 

9. Q número dc resíduos de triptofann na Kimalbumina 
bovina. Uma análise quantitativa de aminoácidos revela 
que a soroalbumina bovina (BS A) contém 0>58% dc trip- 
tofano (M, 204} por peso. 

(a) Calcule o peso molecular mínimo da BSÀ (isto é, 
considerando qnc há apenas um único resíduo dc iripto- 
fano por molécula protéica). 

{b> A filtração cm gel da BS A fornece um peso mole- 
cular estimado de 70.000. Quantos resíduos dc triptofa- 
no estão presentes na molécula de soroalbumina? 

10. Carga elétrica líquida de peptídeo*. Um peptídeo apre- 
senta a scqüéncia 

Glu - His ~ Trp - Ser - Oly - Leu - Arg - Pro - Gly 
{a) Qual é a carga liquida da molécula em pH 3,flc 
11? (Utilize o r valores de para as cadeias laterais e 
grupos amino e earbüdtermínaís dados na Tabela 5-1,) 

(b) Estime o pl para esse peptídeo. 

11. Ponto isoelêtrko da pepsina, Pcpsina é o nome dado 
a diversas enzimas digestivas que são secretadas (como 
proteínas precursoras de maior tamanho) por glândulas 
localizadas no interior du estômago. Essas glândulas tam- 
bém secretam ácido clorídrico, que dissolve as partículas 
dc alimentos, permitindo a divagem pela pepsina das 
moléculas protéica* individuais. A mistura resultante dc 
comida, HC1 e enzimas digestivas é conhecida por quimy 
e possui um pH próximo dc JJS. Qual é o pl que você 



esperaria encontrar para à pepsiná? One grupos funcio- (c) A digeítlo Coniplela do peptldeo com pepsina, sc- 
nais devem estar preseníe* para conferir es» pl á pepsi- guida por eromatogrufiu, forneceu um dipeptideo que 

na? Quais aminoáeidos protéico* poderiam conlribuir contém Phe e leu mais um tnpcpl ideo que contém Tyr e 
com esses grupos? Gly em uma n/Jto de 1:2. 


zada na matriz. mitocondri&l. Seguindo um protocolo 
para a purificação, vocí executa as etapas descritas a se- 
guir. À medida que executa o trabalho, um estudante mais 
experiente o questiona sobre as razões da execução de 
cada procedimento, Forneça as respostas, (Dica: veja o 
Capítulo 2 para informações sobre separação de organc- 
las celulares e o Capítulo 4 para intbr mações sobre os- 
molar idade.) 

(a) Vocc trai 2Ükg de coração bovino de um mata- 
douro próximo. VocÊ os transporta sob gelo e executa 
cada etapa da purificação cm uma câmara fria ou sob 
gelo, VocÊ homogeneiza o tecido cardíaco, utilizando um 
homogencizadur de alta velocidade em um meio que con- 
fim sacarose ~0,2Mi tamponada cm um pH de 7,2, Pbr 
que você ura tecido cardíaca bovino e nessa gronde quanti- 
dade? Qual ê o propósito de manter o tecida frio e suspen- 
de- to em sflcrtrose 0,2M, em pH 7,2? O que. ocorre com o 
tecido quando é homogeneizado? 

(b) Você submete o homogenado de tecido cardíaco 
resultante, que é denso e opaco, a uma série de etapas de 
centrifugação diferencial. O que se corisque com tsso? 

(c) Você continua com a purificação usando a fração 
sobrenadante que contém prindpalmente mitocóndrias 
intactas. Em seguida, você faz uma lise osmótka das mi- 
tocõndrias. O lisado, que é menos denso que o homoge- 
nado, mas ainda opaco, consiste principalmente de mem- 
branas mitocondriais e conteúdo mitocondrial interno. 
A esse lisado, vocè adiciona sulfato de amónio, um sai 
altamente solúvel, até uma concentração específica. Você 
centrífuga a solução, decanta o sobrenadante e descarta 
o precipitado. Ao sobrenadante, que é mais claro que o 
lisado, você adiciona mais sulfato de amónio. Uma vez 
mais você centrifuga a amostra, mas dessa vez você re- 
tém o precipitado, pois este contém a proteína de inte- 
resse. Qual a razão para se adicionar a íüJ em duas etapas? 


(d) Você solubiliea o precipitado de sulfato de amó- 
nio que contém as proteinas mitocondriais e o dialisa con- 
tra grandes volumes de uma solução tamponada fpH 7,2). 
Por que o sulfato de amónio não é incluído no tampão de 
diútise? Por que você utiliza uma solução tamponada cm 
vez de d-guai 1 

(e) Você aplica a solução diaiísada em uma coluna de 
cromatografia por exclusão. Seguindo o protocolo, vocí 
coleta a primeira fração protéica que sai da coluna e des- 
carta as frações restantes que são eluldas posteriormente. 
Você detecta a proteína por medidas da absorção no ul- 
travioleta (LTV, em 280nm) das frações, O que a insiração 
de coletar a primeira fração nos diz sobre a proteína ? Por 
que a absorção no UV em 2S0nm é uma boa maneira de se 
monitorar a presença de proteína íms frações eluidas? 

(f) Você aplica a fração coletada em fe) em uma coluna 
cnomatográfica de troca catiónica. Após desprezar a solu- 
ção inicial que deixa a coluna, vocè adiciona uma solução 
de lavagem de pH mais alto ã coluna e colhe a fração pnotéi- 
ca que é imediatamente elulda. Explique a que ejftf fazendo. 

(g) Você aplica uma pequena quantidade de sua fra- 
ção, agora bem reduzida em volume e cnmpletamente 
transparente (embora apresentando uma coloração ro- 
sada), em um gel de focalizaçâo isoelétriça. Quando co- 
rado, o gel mostra três bandas bem definidas, De acordo 
com o protocolo, a proteína de interesse é a que apresen- 
ta um pl de 5,6, mas vocí decide fazer mais um teste de 
pureza protéka, Você corta a banda de pl 5,6 e a submete 
a uma eletroforese em gel de poliactilamida na presença 
de SD5, A proteína aparece como uma única banda. Por 
que você não atava convencido(a) da pureza da "uniM 1 * 
banda protéica no seu gd de focalizaçâo isoelétriça? O que 
ui resultados do gel com SDS mostraram o você? flor que é 
importante erecwítír a eletroforese em gel com SDS após a 
focalizaçâo isoelétriça? 
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CAPÍTULO 6 


Estrutura Tridimensional 
das Proteínas 


O esqueleto covalente de uma proteína rípica contém centenas 
de Ligações individuais. Sendo possível a rotação lívte em tomo 
de muitas dessas Ligações, a proteína pode assumir um número 
ilimitado de conformações. Entretanto, o fato de cada proteína 
ler uma função química ou estrutural especifica sugere forte- 
mente que cada uma tenha uma estrutura Tridimensional sin- 
gular íFig.6-1). No fim dos anos 1920, várias proteínas haviam 
sido cristalizadas, inclusive a hemoglobina I M, 64.300) e a enzi- 
ma urease (Aí r 483.000). Considerando que a disposição orde- 
nada das moléculas cm um cristal geralmente pode formar- se 
somente quando as unidades moleculares são idênticas, o sim- 
ples fato de muitas proteínas poderem ser cristalizadas constitui 
uma forte evidência de que até mesmo proteínas muito grandes 
sâo entidades químicas d i sl imas com estruturas singulares. Essa 
conclusão revolucionou o que se pensava sobre as proteínas e 
suas funções. 



Ftçura 6-1 - Estrutura da tnnnu quirnotnpsin.j, uma proteína glo- 
bular As proteínas são moléculas grandes e, como veremos, cada uma 
possui uma estrutura uoca Uma moteciia de gtana (azul) á mostrada 
para à comparação de tamanho 

Neste capítulo, explicá remos a estrutura tridimensional das 
proteínas, dando ênfase a cinco temas. Primeiro, a estrutura tri- 
dimensional de uma proteína é determinada por sua seqüènda 
deaminoácidos. Segundo, □ função de uma proteína depende de 
sua estrutura. Terceiro, uma proteína isolada tem uma estrutura 
singular ou quase singular. Quarto, as interações có valentes são 
as forças mais importantes que estabilizam a estrutura específi- 
ca mantida por uma dada proteína. Final mente, entre o número 
imenso de estruturas de proteinas singulares, podemos reconhe- 
cer alguns padrões estruturais comuns que nos aiudam a orga- 
nizar nossa compreensão da arquitetura proteica. 


Esses temas não dão a entender que as proteínas possuem 
estruturas tridimensionais estáticas, invariáveis. Com frequên- 
cia. a função da proteína implica em uma inieroonversão entre 
duas ou mais formas estruturais. Os aspectos dinâmicos da es- 
trutura das proteínas serio explorados em capítulos posteriores. 

A reíaçio entre a seqüènda de aminoiddo* de uma proteí- 
na e sua estrutura tridimensional é um quebra-cabeça intrica- 
do, que está sendo gradual mente resolvido com as técnicas usa- 
das pela bioquímica moderna. A compreensão da estrutura é, 
por sua vez, essencial para a discussão da função apresentada 
nos capítulos seguintes. Podemos descobrir e compreender os 
padrões dentro do labirinto bioquímico da estrutura protéica, 
tipi içando os princípios fundamentais da bioquímica e da física. 

Aspectos Gerais 
da Estrutura Proteica 

Conformação e a denominação dada ao arramo espadai dos áto- 
mos de uma proteína. As possíveis conformações de uma proteí- 
na incluem qualquer estado estrutural que possa ser atingido 
sem romper as ligações çovalentes. Por exemplo, pode ocorrer 
uma mudança na conformação pda rotação em tomo de liga- 
ções simples. Entre as numerosas conformações possíveis, teo- 
ricamente, em uma proteína que contenha centenas de ligações 
simples, normalmente predominam uma ou algumas em con- 
dições biológicas. Geral mente, a conformação existente sob um 
determinado conjunto de condições é a icrmodinamicamente 
mais estável, tendo a menor energia livre de Gibbs (G). As pro- 
teínas em qualquer de suas conformações enoveladas funcionais 
são denominadas proteínas nativa* 

Quais são os principias que determinam a Conformação mais 
estável de uma proteína? £ possível elaborar uma compreensão 
da conformação protéka. passo a passo, partindo da discussão 
sobre a estrutura primária apresentada no Capítulo 5 e passan- 
do pda consideração sobre as estruturas secundária, terciária e 
quaternária. A essa abordagem tradicional deve-se acrescentar 
uma nova ênfase sobre as estruturas supersecundártas, um cres- 
cente conjunto de padrões de enovelamentos proteicos, passí- 
veis de serem classificados, que fornecem um importante con- 
texto organizacional a esse empreendimento complexo. Inicia- 
mos introduzindo alguns princípios orientadores. 

A conformação da uma proteína è estabilizada 
em grande parte por Interações fracas 

No contexto da estrutura prol éi ca, o termo estabilidade pode 
ser definido como sendo a Lendénria ã manutenção de uma con- 
formação nativa. As proteínas nativas são apenas ligeiramente 
estiveis; o AG que separa os estados enovelado e desenuvdada 
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em proteína» típica» sob condições fisiológicas se situa na faixa 
de apenas 20 a 65kI/mol, Uma dada cadeia polipeptfdka pode 
assumir, teoricamente, incontáveis, conformações distinta»! e, 
como resultado disso, o estado desenovelado de uma proteína é 
caracterizado por um elevado grau de entropia contormacLcinul. 
Essa entropia e a» interações por meio de ligações de hidrogénio 
entre 05 diverso» grupo» da cadeia polipepirdka e o solvente 
í aguar tendem a manter o estado desenovelado, As interações 
química» que se contrapõem a esses efeitos e estabilizam a con- 
formação nativa incluem as Ligações dissulfeto e as interações 
fracas (não-íovajentfs) descritas no Capítulo +: a» Ligações de 
hidrogênio e u interações hidrofòbicas e iõnicas. Uma aprecia- 
ção do papel dessa» interações fraca» é espedalmente importon- 
te para o nosso entendimento de como as cadeias poli pepti dicas 
dobram -sç «TI estrutítns secundárias e terciárias espedfkãS* e 
combinam -se com outras proteínas para formar estruturas qua- 
ternárias. 

Cerca de 200 a 4õ0k]/mot são necessários para romper uma 
ligação covajente simples, enquanto, para a» interações fraca», 
esse valor cai para uma faixa entre 4 e 3tikl/moL Ás ligações co* 
valentes individuais que contribuem para as conformações na- 
tivas das proteínas, como as ligações dissulfeto que unem partes 
separadas de uma útvka cadeia polipeptfdka, são d aramente 
muito mais fortes do que as interações fracas individuais; entre» 
tanto, as interações fracas sào a força predominante para a ma- 
nutençàci da estrutura protéica, devido ao fato de serem muito 
numerosas. Em geral, a conformação proteica com a menor ener- 
gia livre (isto é, a conformação mais estável} é a que possui ü 
número máximo de interações fracas. 

A estabilidade de uma proteína não é simplesmente a soma 
das energias livres de formação das diversas interações fracas nela 
presentes. Cada grupo capaz de formar ligações de hidrogênio 
presente cm uma cadeia polipcptídica enovelada encontrava-se 
ligado A água por ligações de hidrogênio antes do enovelamen- 
to; de modo que, para cada Ligação de hidrogênio formada em 
uma proteína, uma ligação de hidrogênio leneTgeticameilte se- 
melhante) entre esse grupo e a água deve ser rompida. A estabi- 
lidade liquida fornecida pu# urna interação fraca, ou a diftrtnça 
entre as energias livres dos estados enovelado c desenoveladov 
pode ser próxima de zero, Devemos, portanto, procurar por 
outras explicações para o fato de existir um favorecímetito da 
conformação nativa de uma proteína. 

A contribuição das interações fracas para a estabilidade da» 
proteína» pode ser entendida em termo» das propriedades da 
água (Capitulo 4). A água pura contém uma rede de moléculas 
de HjO unidas por Ligações de hidrogênio. Nenhuma outra 
molécula possui o potencial de estabelecer Ligações de hidrogê- 
nio como a molécula dc água, e as outras moléculas presente» 
em uma sofuçáo aquosa rompem essas ligações. Quando a agua 
envolve uma molécula bidrofbbka, a disposição ótima das liga 
ções dc hidrogénio resulta em um envoltório alta mente estrutu- 
rado ou camada de solvatação da água na vizinhança imediata. 
A ordenação aumentada das moléculas de água na camada de 
solvatação correi aciona -se com uma redução desfavorável na 
entropia da água. Entretanto, quando grupo» nâo-polare» sào 
reunidos, há uma redução na extensão da camada de solvatação, 
uma vez que cada grupo não mais apresenta sua superfície total 
A solução. O resultado é um aumento favorável na entropia. 
Conforme descrito no Capitulo 4* essa entropia é a principal 
força termodinâmica mente atuante no sentido da associação de 
grupos hidrofóbicos em solução aquosa. A» cadeia» laterais de 
aminoáddos hidrofóbicos tendem, portanto, a se reunir em um 
ambiente interno da proteína, afastadas da água. 


Sob condições fisiológicas, a formação de ligações de hidrogê- 
nio e as interações iònicas em uma proteína são em grande parte 
orientada» por esse mesmo efeito ent tópica CDs grupos polares po- 
dem. em geral, formar ligações de hidrogénio com a água, sendo 
assim neia solúveis, No entanto, o mimem de ligações de hidrogê- 
n to por unidade de massa t geral mente major para a agua pura do 
que para qualquer outro liquido ou solução* e há limites á solubili- 
dade até mesmo da» moléculas mais polares, iá que a sua presença 
causa uma diminuição no número de ligações de hidrogênio por 
unidade de massa. Assim, haverá uma cena formação de camada 
de solvatação de moléculas estruturada» de agua até mesmo em 
tomo de moléculas pobre». Embora i energia de formação de uma 
ligação de hidrogénio mtramdecular ou a interação iónka entre 
dois grupo» polares em uma macromolécula sejam bastante con- 
trabalançadas pda eliminação da» interações entre esses grupos e a 
água, a liberação da» moléculas estruturadas d e água. quando a in- 
teração intramolecuiar é formada, fornece a força motora emrópi- 
ca para o enovelamento A maior parte da alteração de energia livre 
que ocorre quando inler ações fracas sc formam no interior de uma 
proteína é, portanto, derivada do aumento na entropia na sedução 
aquosa circundante como resultado do encobrimento das superfí- 
cies hidrolobicas. Isso mais do que contrabalança a grande perda 
de entropia conforma cionai que se verifica quando um polipepti- 
deo é submetido a uma única conformação enovelada. 

A» interações hidroíóbicas sào claramente importantes para 
a estabilização de uma conformação protéica; o interior de uma 
proteína é geral mente constituído por um núcleo densamente 
empacotado de cadeia» laterais de aminoáddoa hidrofóbicos. 
Também é importante que quaisquer grupos polares ou carre- 
gados que estejam presentes no interior da proteína possuam 
pares adequados para estabelecer ligações de hidrogênio ou in- 
terações iõnicas. Uma ligação de hidrogênio parece contribuir 
pouco para a estabilidade de uma estrutura nativa, mas a pre- 
sença de grupos carregado» ou capazes dc efetuar ligações de hi- 
drogénio, sem os respectivos pares no núcleo hidrofóbico de uma 
proteína, pode ser tão de$eftobiliiante que conformações com 
tais grupos são. com freqüéncia, impossibilitada» termodinami- 
cammie. A alteração favorável na energia livre que se verifica ao 
sc combinar um desse» grupo» com um parceiro presen te na so- 
lução circundante pode ser maior do que a diferença na energia 
livre entre os estado» enovela Jo c desenovelado. Além disso, a» 
Ligações de hidrogênio que ocorrem entre os grupos, nas proteí- 
nas, se formam de modo cooperativo. A formação de uma liga- 
ção de hidrogênio facilita a formação de Ligações de hidrogénio 
adicionais. A contribuição total das ligações de hidrogénio e de 
outras interações não-covaknles para a estabilização da confor- 
mação proteica ainda está sendo avaliada. A interação dc grupos 
com carga oposta que formam um par iónko í ponte salina I pode 
ter também um efeito csiahilizantc em uma ou mais conforma- 
ções nativa» de algumas proteínas. 

A maioria dos padrôe» estruturais resumido» neste capítulo 
reflete duas regras simples; (1 ) os resíduos hidrofóbicos estão, em 
sua maioria, mantidos no inlerior da molécula protéica, afasta- 
dos da água; e (2) o número dc ligações de hidrogénio dentro da 
proteína é maximizado, As proteína» insolúveis e a» proteínas de 
membranas (que examinaremos no Capítulo 12) seguem regras 
diferentes por causa de sua função em seu meio ambiente, mas as 
interações fraca» são, mesmo aí, demento» estruturais críticos. 

A ligação peptidica é rígida e plana 

As Ligações covalentes levam a importantes restrições A confor- 
mação de um polipeptídeo. No final da década de 1930, Li nus 
Pauling e Robert Corey realizaram uma »éf íe de estudos que leva- 
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ram aos fundamentos de nossa presente compreensão da estrutu- 
ra das proteínas. Eles principiaram por uma análise cuidadosa da 
ligação peptídiea. Os carbonos a dos resíduos de aminoáddos 
adjacentes estão separados por três ligações covalentes, em um 
arranjo que pode ser representado por Q* — G — N — C n . Estudos 
de di Tração de raios X em cristais de aminoáddos e de dipeptídeos 
e tripeptídeos simples demonstraram que a ligaçao C — N em um 
peptídeo é um pouco mais curta que a ligação C — N em uma 
amína simples e os átomos associados com a ligaçào peptldica 
sâo coplanares. Isso indica uma ressonãnda ou compartilhamen- 
to pardal de dois pares de elétrons entre o oxigênio do grupo 
carbonila e o nitrogênio do grupo amida (Fig. 6- 2a). O oxigênio 
possui uma carga parcial negativa, e o nitrogênio, uma carga 
pardal positiva, o que gera um pequeno dipolo elétrico. Os seis 
átomos do grupo peptídico situam -se em um mesmo plano, com 
o átomo de oxigênio do grupo carbonila e o átomo de hidrogê- 
nio Ligado ao átomo de nitrogênio do grupo amida em posição 
trans, um em relação ao outro. A partir dessas observações, 
Páuling e Corey concluíram que as ligações C — N cm um pep- 
tídeo são incapazes de possuir rotação livre por causa de seu 
caráter parcial de dupla ligação. A rotação é permitida em tor- 
no das ligações N— C H e C n - — C. A estrutura de uma cadeia 


k 
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O oxigênio carbonílko possui uma carga panda] negativa, 
e o nitrogênio amídko, uma carga parcial positiva, 
gerando um pequeno dipolo elétrico. Virtualmente, 
todas as ligações peptídkas nas proteínas ocorrem 
nesta configuração trans; uma exceção pode ser vista 
na Higura 6- Sb. 



Aminoterminal 


Carbojíiterrmnâl 



(b) 


Figura 6-2 - O grupo peptídico planar ia) Cada ligação peptídica 
possui algum caráter de dupla ligação devido à ressonância e nâo 
pode sofrer notação, {b) Três ligações separam os carbonos ot se- 
quenciais em uma cadeia polipeptídica. As ligações N — C„ e — C 

podem sofrer rotação em ângulos denominados <| > e y, respectiva- 
mente. A ligação C— N do peptideo nâo possui rotação livre. Outras 
ligações simpües na estrutura podem apresentar impedimentos rota’ 
cionais, dependendo do tamanho e da carga dos grupos R (c) Por 
convenção, $ e y são definidos como sendo de Q° quando as duas 
íigações peptldicas vizinhas ao carbono a estío no mesmo plano e 
posicionadas conforme mostrado. Em. uma proteína, esta conforma- 
ção é impedida em virtude da sobreposição estérica existente entre 
um átomo de oxigênio a-carbonílico e um átomo de hidrogénio de 
um grupo a-amino. Para ilustrar as ligações entre os átomos, as es- 
feras que representam cada átomo são menores do que o raio de 
van der Waals para esta escala. 1Â = 0,1 nm. 


(c) 
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poiipeptídica pode ser assim representada por uma série de pla- 
nos rígidos apresentando um ponto comum de rotação em C a 
(Fig. 6-2 b). As rígidas Ligações peptídicas limitam a faixa de 
conformações que podem ser assumidas por uma cadeia poli- 
peptídica. 

Por convenção* os ângulos de ligação resultantes das rota- 
ções em C £t são denominados 4> (fi) para a ligação N — C n e \\t 
(psi) para a ligação — C. Novamente por convenção* tanto <(3 
como iy são definidos como sendo iguais a 180 11 quando o poli- 
peptídeo está em sua conformação totalmente estendida e todos 
os grupos peptídicos estão no mesmo plano (Fig. 6-2b). A prin- 
cípio, í e y podem ter qualquer vaJor entre -180 a e +180“* mas 
muitos valores sio inatingíveis por interferência estériea entre 
átomos na estrutura poiipeptídica e cadeias Laterais de aminoá- 
eidos. A conformação na qual tanto $ como q/ são iguais a O' 1 
(Fig. 6- 2c) é impedida por esse motivo, sendo utilizada mera- 
mente como ponto de referência para descrever os ângulos de 
rotação. Os valores possíveis para $ e qr são revelados grafica- 
mente quando q* é marcado em gráfico contra em um gráfico 
de Ramachandran (Fig. 6-3), uma representação idealizada pela 
primeira vez por G.N. Ramachandran, 



<t> (graus) 

Figura 6-3 - Gráfico de Ramachandran para resíduos de L-Ala. As 

conformações dos peptídeos são definidas pelos valores de õ e y. As 
conformações possíveis são as que envolvem pouca ou nenhuma interfe- 
rência estériea, com base em cálculos que utilizam raios devan der Waals 
e ângulos de Ligações conhecidos. As áreas sombreadas em azul-escuro 
refletem can-furmações que não envolvem sobreposições esténcas, sen- 
do assim tota Imente permitidas; o azul-médio- indica conformações per- 
mitidas nos limites extremos para os contatos atônicos desfavoráveis; a 
área azul-dara reflete conformações que são permitidas se houver uma 
pequena flexibilidade nos ângulos de ligação. A assimetria do gráfico ê 
resultante da estereoquímica L dos resíduos de aminoácidos. Os gráficos 
de outros resíduos de L-aminoáeidos com cadeias laterais nâo-ramif iça- 
das são quase idênticos. As faixas permitidas para os resíduos de aming- 
ácidos de cadeias ramificadas como Vai, lie e Thr são um tanto quanto 
menores do que a para Ala. O residuo Gly r que é bem menos impedido 
esterica mente, exibe uma faixa muito maior de conformações permiti- 
das. A faixa para os resíduos de Pro é bastante restrita, já que 4 e limitado 
pela cadeia lateral cíclica à faixa de -35 D a -85 a . 


A Estrutura Secundária das Proteínas 

O termo estrutura secundária refere-se à conformação local de 
alguma porção de um poiipeptídeo. A discussão sobre a estru- 
tura secundária geralmente está centrada nos padrões regulares 
de enovelamento da estrutura poiipeptídica. Alguns tipos de es- 
trutura secundária são particularmente estáveis e freqüentemente 
encontrados nas proteínas. Os mais proeminentes são a a-héli- 
ce e as conformações p descritas a seguir. Empregando princí- 


pios químicos fundamentais e algumas observações experimen- 
tais, Pauling e Corey predisseram a existência dessas estruturas 
secundárias em 195 1, vários anos antes que a primeira estrutura 
protéica fosse elucidada. 

A a-hélice é uma estrutura secundária comum 

Pauling e Corey estavam conscientes da importância das liga- 
ções de hidrogênio na orientação de grupos químicos polares, 
tais como os grupos C=0 e N — H das ligações peptídicas. EJes 
dispunham também dos resultados experimentais de WillLim 
Astbury que, na década de 1930, conduziu estudos pioneiros de 
raios X em proteínas. Astbury demonstrou que a proteína que 
fornia o cabeb e os espinhos do porco-espinho (a proteína fi- 
brosa a-queratína) possui uma estrutura regular que se repete a 
cada 3,15 a 5,2Á (o angstrom, Â, denominado em homenagem 
ao físico Anders J. Ângstrüm, è igual a Ü,lnm, Embora não seja 
uma unidade do Sl, é usada universalmente por biólogos estru : 
turais para descrever distâncias atômicas), Com essa informa- 
ção e os seus dados relativos à ligação peptídica, e com a ajuda 
de modelos precisamente construídos, Pauling e Corey deduzi- 
ram as conformações prováveis das moléculas proteicas. 

O arranjo mais simples que uma cadeia poiipeptídica pode 
assumir com suas ligações peptídicas rígidas (mas com as de- 
mais ligações simpies livres para rotação) é uma estrutura heli- 
coidal, a que Pauling e Corey denominaram de a-hélice ( Fig. 6- 
4). Nessa estrutura, a cadeia poiipeptídica é fbrtemente retorci- 
da em torno de um eixo imaginário longitudinal que passa pelo 
centro da hélice, com os grupos R dos resíduos de aminoácidos 
projetando-se para a face externa da hélice. A unidade repetitiva 
é uma volta simples da hélice (passo), que se estende por 5,4À ao 
longo do eixo, uma medida ligeiramente maior do que a que 
Astbury observou na queratina do cabelo por análise com raios 
X. Os resíduos de aminoácidos em uma a -hélice apresentam 
conformações com q* = -45 L ' e § — -60°, e cada passo da hélice 
inclui 3,6 resíduos de aminoácidos. A hélice é sempre orientada 
para a direita em todas as proteínas (Adendo 6-1). A a -hélice 
mostrou ser a estrutura predominante nas a-queratinas. I3e for- 
ma mais geral, cerca de um quarto de todos os resíduos de ami- 
noácidos nos polipeptídeos é encontrado em a-hélices; a pro- 
porção exata varia bastante de uma proteína para outra. 

Ror que a a- hélice se forma mais facilmente do que outras 
possíveis conformações? A resposta é, em parte, porque a a-hé- 
lice otimiza o uso das ligações de hidrogênio internas. A estru- 
tura é estabilizada por uma ligação de hidrogénio entre o átomo 
de hidrogênio ligado ao átomo de nitrogênio eletro negativo de 
uma ligação peptídica e o oxigênio cletronegativo do grupo car- 
bonila do quarto amínoácido na extremidade aminoterminal 
dessa ligação peptídica (Fig. 6-4b). Na a-hélice, todas as liga- 
ções peptídicas (exceto as próximas de cada uma das extremida- 
des da hélice) participam dessas ligações de hidrogénio. Cada 
passo sucessivo da a -hélice é unido aos passos adjacentes por 
três ou quatro ligações de hidrogênio, Todas as ligações de hi- 
drogénio combinadas fornecem uma considerável estabilida- 
de à estrutura helicoidal. 

Outros experimentos baseados em construções de modelos 
mostraram que uma a-hélice pode formar- se em polipeptídeos 
que consistem de Lou o-aminoácidos. Entretanto, todos os resí- 
duos devem ser de uma única série estereoisoméríca; um n-amí- 
noácido irá interromper uma série regular que consista de l- 
aminoáddos, e vice-versa. Os aminoácidos de ocorrência natu- 
ral podem formar a-hélices orientadas tanto para a esquerda 
como para a direita; entretanto, a -hélices extensas orientadas 
para a esquerda não foram observadas em proteínas. 
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Figura 6-4 - Quatro modelos de a-hélice que mostram aspectos diferentes de sua estrutura (a) Formado de uma a-hélice 
orientada para a direita. Os planos das ligações peptfdicas rígidas sâo paralelos ao eixo da hélice, mostrado aqui como um bastão 
vertical, (b) Modelo bola-e-bastâo de uma a- hélice onentade ã direita, mostrando as ligações de hidrogénio intracadeia. A unidade 
repetitiva é um único passo da hélice, 3 r 6 resíduos, {tf A a-hélice vista a partir da extremidade superior. Observe as posições dos 
grupos R, representados por esferas lilás. Este modelo bola-e-bastâo, utilizado para enfatizar o arranjo helicoidal, fornece a falsa 
impressão de que a a-hélice apresenta espaços vazios em seu interior, uma vez que as bolas não representam os raios de van der Waals 
dos átomos individuais. Como mostra o modelo espaço-cheio (d), os átomos no centro da a-hèlk:e estão bem próximos entre si 


Adendo 6-1 Identificando Hélices orientadas 
à direita ou è esquerda 


Há um método simples para determinar se uma es- 
trutura helicoidal é orientada à direita ou à esquer- 
da. Feche os dedos de suas mãos, exceto os polega- 
res que deverão apontar para cima. A mào direita 
estará indicando uma hélices, com os dedos fecha- 
dos mostrando uma rotação anti-horária no senti- 
do do polegar direito (para cima), fcssa hélice será 
orientada à direita. A mão esquerda mostra uma 
hélice orientada à esquerda* que gira no sentido 
horário* à medida que se dirige para cima, cm dire- 
ção ao polegar esquerdo. 


* > 
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A sequência de aminoácídos afeta 
a estabilidade da a-hélice 

Nem todos os polipcplídeos podem formar uma a-hélice eslâ- 
veL Interações entre cadeias laterais de aminoácidos podem es- 
tabilizar ou desestabitizar essa estrutura. Por exemplo, se uma 
cadeia polipeptídica possuir um grande bloco de resíduos Glu, 
esse segmenin da cadeia nào irá formar uma a-hélice em pH 7. 
Os grupos cirhoxila negativa mente carregados dos resíduos iAu 
adjacentes crán repelir um ao outro tão fonemente que isso su- 
perará a influência estabilizadora das ligações de hidrogénio na 
a-hélice. Pdo mesmo motivov se houver muitos resíduos adja- 
centes de Lyx e/ou Arg, que apresentam grupos R positiva mente 
carregados em pH 7, haverá uma repulsão entre des, o que im- 
pedirá a formação da a-hélice. O volume e a forma de resíduos 
de Àsn h Ser, Thr e Cys também podem desestabílirar uma a- 
hélice, se eles estiverem muito próximos na cadeia. 

A estrutura de uma a-héiice faz com que as interações criti- 
cas ocorram entre uma cadeia Lucrai de um amiiioácido c uma 
cadeia lateral do terceiro í e, ás vezes, do quarto ) resíduo de jmi 
noãcído a partir daquele, tanto em uma direção como em outra 
(Fig. 6-3), Ammoécidos positiva mente carregados freqüenle- 
mente se encontram afastados de aminoácidos negativamente 
carregados por trés resíduos, permitindo a formação de um par 
tônico. Dois resíduos de aminoácidas arumiticos aparecem, com 
freqüênda, espaçados de modo semelhante, resultando cm urna 
interação hidra fábka, 



Fjguri 6-5 - IntCraçòes *frtn « grupos R õe ammoáodo* distantes 
trás resíduos entre d. em uma a-bêüce Uma interação ítirúa entre 
Asp 1ÍB e Aíg ,r ’ em uma regido a-befccoidaJ da protera traportn* C. uma 
protetna qjnie de edbo ássooada com o teodo muscuãr. ê mostrada 
neste modelo esoatCKheo A estrutura poipeptidita {carbonos, nitrogé- 
nios ü^mno e owgéoc-s a-carbondjcos) é mostrada em dnra para um 
segmento hetitOfdáJ de 1 3 resíduos. As únicas cadetás tèierats aqui repre- 
sentadas sáo os resíduos interagentes Asp íem wrmetioi e Arg {em atui i 


Um impedimento para a formação de uma a -hélice é a pre- 
sença de resíduos de Pra ou Gly. Na prolina, o átomo de nitro- 
gênio faz parte de um and rígido (veja Fig. 6-fib), e a rotação em 
torno da ligação N — Q nào é possível. Assim, um resíduo de 
Pra introduz uma dobra desestabilizadora em uma a- hélice. 
Além disso, o átomo de nitrogênio de um resíduo de Pra cm 
uma ligação peptídica nlo possui nenhum hidrogênio substí- 
tuinte que possa participar de ligações de hidrogênio com ou- 
tros resíduos. Por esses motivos, a prolina é raramente encon- 
trada em uma a- hélice. A gjicina ocorre com pouca frequência 
em a -hélices por uma razão diferente: possui uma flexibilidade 


cunformacional maior do que a dos demais resíduos de amino- 
ácidos. Os polímeros de glicina tendem a assumir estruturas eno- 
veladas bem distintas de uma a- hélice. 

Um último fator que afeta a estabilidade de uma n -hélice 
em um polipeptideo é a identidade dos resíduos de aminoáci- 
dos próximos das extremidades de um segmento u- helicoidal. 
Um pequeno dipolo elétrico existe em cada ligação peptidka 
i Fig- 6-2a). Esses d i polos são conectados entre si por ligações de 
hidrogênio da hélice, resultando cm um dipolo resultante tanto 
maior quanto maior for o comprimento da hélice í Fig. 6-6 )* Os 
quatro resíduos de aminoac uius em cada extremidade da hélice 
não participam completamente das ligações de hidrogénio àz 
hélice. As cargas parciais positivas c negativas da dipolo da héli- 
ce, na verdade, residem nos grupos amino e carhonüa próximos 
da extremidade aminoterminal e da extremidade ajboxhernii- 
nal, respectsvamente. Por esse motivai, os aminuãndos negativa- 
mente carregados encontram-se, COm frequência, mais próximoi 
do aminoterminaJ de um segmento helkmdãl, onde podem so- 
frer uma interação estabilizadora com a cárga positiva do dipolo 
da helice; um amínoácido posítivamenle carregado na extremi- 
dade ami noterm mal é desestab ili/antc , O oposto é válido para a 
extremidade carboxi terminal do segmento helicoidal. 

Àminotermmtl 



Carboxitermuul 


Figura 6-6-0 dpdb éíétnco um* ligação peptKftca íveja Fig S-2a> é 
transmitido ao toogo de um segmento a -héicoidat por meo de ligações 
de tiniogéniQ intracadaa. multando em im chpolo Que abrange ioda a 
hélice Mesta ilustração, os grupos amrto e caftoniiã constituinte de 
cada ligação pepüdica são ndeados pelos simbotos + e , níspeafts- 
mente Os grupos amino e carborutá quê são consbluinles das igaçAes 
pepi dicas próximas ás extremidades da região a-heiictndal e não partici- 
pam de ligações de hidrogênio sâo mostradas em vermelho 


Assim, cinco tipos distintos de restrições afetam a estabilida- 
de de uma a-hélice: ( 1 ) a repulsão eletrostática {ou atração) entre 
resíduos de aminoácidos sucessivos com grupos R carregados; (2) 
o volume dos grupos R adjacentes; (3) as interações entre as ca- 
deias laterais de aminoáddos espaçados entre si por três ou qua- 
tro resíduos; (4) a ocorrência de resíduos de Pro e Gly; e (3) a 
interação entre os resíduos de aminoáddos nas extremidades do 
segmento helicoidal e o dipolo elétrico inerente a uma a-hélioe. 
Dessa forma, a tendência dç um dado segmento de uma cadeia 
polipeptldica enovelar-se como uma a-hdice depende da identi- 
dade e da sequência de resido os de aminoáddos desse segmento. 


A conformação p organiza as 
cadeias polipeptldkas em folhas 

Pauling í Corey prediswrarn um segundo tipo de estrutura re- 
periliva, a conformação (5 Esta é uma conformação mais cs* 
tendida das cadeias pohpeptídicas, e soa estrutura foi confir- 
mada por análises de raios X, Na conformação ft. a cadeia poli- 
peprídica csicnde-sc cm uma estrutura em zjguezague cm vez 
de hdicotdaJ íFtg. fwl. As cadeias polípeplidkas em rtgueza- 
fuc podem scf dispostas lado a lado, para formar uma esítutu- 
raquese assemelha a uma série de pregas. Nesse arranjo, deno- 


minado folha p CP sheet"), as ligações de hidrogênio sâo for- 
madas entre os segmentos adjacentes da cadeia polípeptídica. 
Os segmentos individuais que formam uma folha p geralmen- 
lc estão próximos entre si na ciideia polípeptídica, mas podem 
também estar bem distam es uris dós outros na sequência li- 
near do poiipeplídeo; pode m ale mesmo ser segmentos em ca- 
deias poiípeptidicas distintas* Os grupos R de aminoácidos 
adiacentes projetam-se em díreçAtt opostas a partir da estru- 
tura em ziguezague, criando um padrão alternado, como obser- 
vado nas vistas laterais da Figura 6-7. 


(«1 Àílti paralela 



(b) Parakb 
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6-7 - A conformação p das cadeias poH- 
papttdlcas As vistas superiores e laterais revelam os 
grupos P. projetando-se para fora da folha p* enfati- 
zam o formato pregueado descrito pelos planos das 
ligaçóes peptldicas (um nome alternativo para essa 
estrutura á tolha pregueada |i). As ligações de hidro- 
gênio cruzadas entre cadeias adjacentes também são 
mostradas (■} Folha \\ antiparalela. na qual a orien- 
tação aminotertninal-carboKiferminai das cadeias ad- 
jacentes (setas) * inversa (fa) Folha |i paralela. 


Vista literal 
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As cadeias polipeptídicas adjacentes em uma folha p po- 
dem ser paralelas ou an ti paralelas (com orientações ammo e 
carbojrila iguais ou diferentes respectivamente}. As estruturas 
são um tanto quanto semelhantes entre si, apesar de o período 
de repetição ser menor para a conformação paralela (f\5Ã ver- 
sus 7Á para a antiparalda) e os padrões de ligações de hidrogê- 
nio serem também diferentes. 

Algumas estruturas protéicas limitam os tipos de aminoá- 
cidos que podem ocorrer em uma folha (i. Quando duas ou mais 
folhas p são mantidas juntas em uma proteína, os grupos R dos 
resíduos de aminoácidos das superfícies em contato devem ser 
relativamente pequenos. As p-queraíinas, como a fibroína da 
seda e a fibroína das teias de aranha, apresentam um conteúdo 
elevado de resíduos de Gly e Ala, os dois aminoácidos com os 
menores grupos R. Na verdade, na fibroína da seda, Gly e Ala 
alternam -se em largas extensões da seqüência. 

As dobras p são comuns nas proteínas 

Nas proteínas globulares que possuem uma estrutura enovelada 
compacta, cerca de um terço dos resíduos de aminoácidos está 
situado em dobras ou voltas nas quais a cadeia polipeptídica in- 
verte a sua direção (Fig, 6-8), Esses são os elementos de conexão 
entre trechos sucessivos de a- hélices ou conformações p. São par- 
ticularmente comuns as dobras P que conectam as extremidades 
de dois segmentos adjacentes de uma folha P antiparalela, A es- 
trutura é uma dobra de 1 80° que envolve quatro resíduos de ami- 
noácidos, com o grupo de oxigênio carbonflico do primeiro resí- 
duo de amínoácido formando uma ligação de hidrogênio com o 
hidrogênio do grupo amino do quarto. Os grupos peptídicos dos 


dois resíduos centrais não participam de qualquer ligação de hi- 
drogênio inter-residual. Os resíduos de Glye Pro frequentemente 
aparecem nas dobras p, o primeiro por ser pequeno e flexível e o 
último porque as ligações peptídicas que envolvem o nitrogênio 
imínico da prolina facilmente assumem a configuração cis (Fig. 
6-8b). uma forma que é particularmente suscetível de se dobrar. 
Dos diversos tipos de dobras p, os dois apresentados na Figura ó- 
8 são os mais comuns. As dobras (3 são frequentemente encontra- 
das próximo da superfície das proteínas, na qual os grupos peptí- 
dicos dos resíduos centrais de aminoácidos na dobra podem for- 
mar ligações de hidrogénio com a água. Consideravelmente menos 
comum é a dobra y, uma dobra de três resíduos com uma ligação 
de hidrogênio entre o primeiro e o terceiro resíduo. 

Estruturas secundárias comumente encontradas 
apresentam ângulos de ligação e conteúdo de 
aminoácidos característicos 

A a- hélice e a conformação p são as estruturas secundárias re- 
petitivas principais em uma ampla variedade de proteínas, em- 
bora outras estruturas repetitivas existam em algumas proteí- 
nas especializadas (um exemplo é o coJágeno, veja Fig, 6-13}, 
Cada tipo de estrutura secundária pode ser completamente 
descrito pelos ângulos de Ligação t|> e q/ em cada resíduo. Con- 
forme mostrado por um gráfico de Ramachandran, a ct-hélice e 
a conformação p encontram-se em uma faixa relativamente res- 
trita de conformações permitidas (Fig. 6 -9a}. A maioria dos va- 
lores de ^ e y de estruturas protéicas conhecidas encontra-se em 
regiões esperadas, com maiores concentrações próximo dos va- 
lores preditos para a a- hélice e a conformação p (Fig. 6-9b). O 



Figura 6-8 - Estruturas das dobras J1 (a) As dobras |1 dos tipos I o II 
são as mais comuns; o tipo I ocorre com urna freqüênoa maior ctue o 
dobro da do tipo II. As dobras |3 do tipo II sempre apresentam Gly 
como terceiro resíduo. Observe a ligação de hidrogênio entre os gru- 
pos peptídicos do primeiro e quarto residuas (os resíduos de ami- 
noácidos mdivrduais são emoldurados por grandes círculos azuis), 
(b) Os isõmeros cis e trans de uma ligação peptldica que envolve o 
nitrogênio imínico da prolina. Mais de 99,95% das ligações pepti- 
dicas entre resíduos de anninoáddos, que não a prolina, estão na 
configuraçlo trans. Nas ligações peptídcas que envolvem a nitro- 
gênio imínico da prohna, no entanto, cerca de 6% estão na configu- 
ração cis; muitos deles ocorrem nas dobras p. 
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F>gura 6-? - <5 ráfia» de Rarrurtuncir *n de cfcvefMs estruturas a > Os valera oe * e v para dw» estruturas secundara oo-syves 
«xáo sooreoo «os na gráhc o da f-qir* Apesar de as a-hekes oremad as para á esaLÉraa. estendendo-se por dhersos resíduos de 
amntàodo*. se^nr tmamen» poev^-y, elas não foram observadas em pmfen^ (b> Os valera de + e v para todos os raiduos de 
amnoacidos. ôesteção da gícna na enzima ovuvato qiánase foatada de tecidos de coetxíí. esíào sobrepostos no gráfeo das conforma* 
çôes teontamenteposshieoíFg, &-3j Os pec*jencs e Itefcvefi '««duos de &y foram otdiidta, porque fra>*!riiem*rii» se enantr^n fpra 
d» fanas esperadas Cem â&J) íDados pára *), cortesa tfe Hâiri Hcfcfen. JnSTCuJo de Enzrni» da unwrsidAde de Wfcransn í 


única resíduo <fc amínoáddo frequentemente encontrado em uma 
conformação situada fura des&LS regiões é a glidna. Devido á sua 
cadeia lateral — um único átomo de hidrogénio — ser pequena, 
um resíduo de Gly pode participar de muitas conformações, que 
sáo esteríea mente impedidas para outros nminoáddos. 

Alguns aminoáddos sâo mais bem acomodados do que ou- 
tros nos diferentes tipos de estruturas secundárias. Um quadro geraJ 
resumido é apresentado na Figura 6-10, Alguns desvios, como a 
presença comum de resíduos de Puo e Gly em dobras J3 e a sua 
•usènda rdaliva nas a -hélices, sâo fadlmcnte explicados pelas co- 
nhecidas restrições existentes nas diversas estruturas secundárias. 
Outros desvios evidentes podem ser explicados, levando-se em, 
conta os tamanhos ou as cargas das cadeias laterais, mas nem to- 
das as tendéneus observadas na Figura 6- W podem ser explicadas. 


Ei‘hdke CoafDí7n*íio {J Dobra p 



figura 6-10 - Probabilidade retalha de que um detem i^adc resíduo de 
mmoacjòo oconerá nes trfe upos mais comifis de eslTuiuta secundária 


Estruturas Terciárias e Quaternárias 
das Proteínas 

O arranjo tridimensional global de todos os átomos em uma 
proteína ê denominado estrutura terciária da* proteínas. En- 
quanto o termo “estrutura secundária” se refere ao arranjo espa- 
cial dos resíduos de aminoácidos que são adjacentes na estrutu- 
ra primária, a estrutura terciária inclui aspectos envolvendo 
ifórd urros mais longas dentro da scqüência de aminuácidos, Ami- 
nnatidos que estão distantes na sequência polipeplidica e que 
residem em tipos diferente* de estrutura secundária podem in- 
teragir no Interior de uma estrutura Lotalmente enovelada de 
uma proteína, A localização de dobras íinduindo as dobras p) 
na cadeia polipepddica e a direção e o ànguki dessas dobras sio 
determinados pelo número e localização dos resíduos que is 
produzem, tais como Pro, Thr, Ser « Gly. Segmentos mteragm- 
les de cadeias polipeptídicas sâo mantidos em suas posições ter- 
ciárias características por tipos distintos de interações fracas te, 
às vezes, por ligações covalentes tais como ligações JUsulfeto) 
entre os segmentos. 

Alguns peptideos contém duas ou mais cadeias poUpeptídi- 
cas separadas ou subunidades que podem ser idênticas ou nào, 
O arran jo dessas subun idades protéicas em complexos tridimen- 
sionais constitui a estrutura quaternária. 

Ao considerarmos esses níveis mais elevados de organiza- 
ção estrutural, torna-se interessante classificar as proteínas em 
dois grupos principais: as proteínas fibrosas, que possuem ca- 
deias polipeptidicas em arranjos de folhas ou feixes, e as proteí- 
nas globulares, que possuem cadeias polipeptidicas enoveladas 
em formas esféricas ou globulares. Os dois grupos são estrutii- 
ralmente distintas: as proteínas fibrosas em geral consislem prin- 



cípalmente de um único tipo de estrutura secundária; as proteí- 
nas gjobu lares costumam conter diversos ttpns de estruturas 
secundárias. Os -grupos diferem funcional mente, uma vez que 
as proteínas fibrosas fornecem suporte, formas e proteção exter- 
na aos vertebrados, enquanto is enzimas e as proteínas regula - 
Tonas, na maioria, são proteínas globulares Algumas proteínas 
fibrosas tiveram importância fundamental na compreensão atual 
da estrutura proteica e fornecem ewmpios daras das rdações 
existentes entre estrutura e função. Iniciaremos nossa discussão 
com as proteínas fibrosas antes de passarmos para os padrões de 
enovelamento de maior complexidade observados nas proteí- 
nas globulares* 

As proteínas fibrosas são estruturalmente 
adaptadas para uma função 

A a-queratina, o colágeno e a fibra f na da seda ilustram de forma 
adequada os relações existentes entre a est rutura proteica e sua 
função biológica (Tabela 6-1). As proteínas fibrosas apresentam 
propriedades que conferem resistência c/ou flexibilidade às estru- 
turas nas quais aparecem. Em cada caso, a unidade estruturai fun- 
damental é um simples demento repetitivo de estrutura secundá- 
ria. Todas os proteínas fibrosas são insolúveis em água, uma pro- 
priedade devida ã elevada concentração de resíduos de a mino - 
ácidos btdrofóbicos tanto no interior da proteína como em sua 
superfície. Essas superfícies hidrofófrica* são encobertas peto em ■ 
pacotjjnento de cadeias polipeplídicas semelhantes juntas entre 


si, formando elaborados complexos supramolèculares, A simpli- 
cidade estrutural subjacente das pm temas fibrosas as torna partí- 
cula rmente úteis para ilustrar alguns dos princípios fundamen- 
tais da estrutura proteica discutidos anteriormente 

a-queratina. Ac a-queratmas evoluiram no sentido de se- 
rem resistentes. Encontradas em mamíferos, essas proteínas cons- 
tituem quase todo o peso seco dos cabelos lã, unhas* garras 
espinhos chifres cascos e a maior parte da camada externa di 
pele. As ü-queratinas fo rmam parte de uma família mais ampla 
de proteínas denominada proteínas de filamento intermediar» 
(FJh Outras proteínas Fl são encontradas no dtoesquelelo de 
cèfulas animais. Todas li proleinas FE apresentam uma função 
eslrulural e compartilham as características estruturais exem- 
plificadas pelas a-queratinas. 

A hélice da a-queralina t uma u-hélice orientada para a di- 
reita, igual a encontrada em muitas outras proteínas, Fr .1 nos 
Cricke Linus Pauling, nu inicio da década de 1950, sugeriram 
independentemente que as a- hélices da queratina possuíam um 
arranjo cm forma de espiral. Duas fitas de a-queratinas, orien- 
tadas em paralelo (com seus aminoterminais na mesma extre- 
midade h enuveiam-se uma j nutra para formar uma espiral >11- 
per- retorcida. Esses supere nove lamento amplifica a resistência 
da estrutura como um todo. como sc tosse uma corda resistente 
t hg. õ- 1 1 í, e explica a discrepância existente entre o passo de 
5,4À predito para uma ct- hélice par Pauling e Corey e a «irutu- 


Tabela 6-1 - Estrutura secundara e prppnedades dg protgmas fibrosas 


Estrutura 

Características 

Exempla* de ocorrência 

a -hélice com fcgaçúes dhsu^rto 

Estruturas endurecidas e protetoras com graus 
vánáveis de dureza e lipmb'iiiddde 

n-aueraiína do cabelo, pernas e unhas 

ConlmmaçAofí 

filamentos macra e flexíveis 

fibroma da seda 

Tnpia helice do colágeno 

Alta força tensiorul sem estiramento 

Colágeno de tendões, matriz Óssea 



íi- hélice da queratina — 


Supe rc nivelamento 
tk duu cadeias 


Células 


Filamento 

intermediário 


[*) 

rigura 6*11 - Estrutura do cabelo (a) A u-queraima do cabelo e 
uma a-bélice tom elementos um poutO mau espessos próximo ao 
ammoterminal e ao carbcfoterminal Pares dessas hélices são espira- 
ladas entre si em um sentido orientado para a esquerda, formando 
os superenovela mentos das duas cadeias. Estes se combinam então 
em estruturas de ordem mais elevada denominadas protofila mentos e 
protofibrilas. Cerca de quatro protofi lamentos — 32 cadeias de «- 
queratmas juntas — se combinam para formar um filamento interme- 
diário. Os superenovela mentos tambôm podem enovelar-se ainda mais 
entre si, mas os detalhes estruturais são desconhecidos fb) Um fio 
de cabelo e ura arranjo de- muitos filamentos de a-quer atina, forma- 
dos. pelas subescmturas mostradas em 1*1 


Prutohbnlj 

FtiKaiilanirnli) 


Duns cadeias 
lUpCTttiaveladiis 


o-hélice 


Secção truuvrrul d c um Ho de exhelíi 

(b) 


FixvinfibriEi 


40- 50 A 


fjmnQí M 


"tf* 
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M repetitiva de 5, 1 5 á 5,2Â observada na difração de raim X da, 
proleina do cabelo. O percurso da hdice supercno velada é ori- 
entado pai? a esquerda, em oposição ao sentido de uma u-htHi- 
ee, As superfícies nas quais ocorre o contato das duas hélices são 
constituídas por resíduos de aminoácidos hidrofóbico* tu jos gru - 
pw R se misturam .formando um padrão de travas mtemas regu- 
lares. Isso permite um empacotamento denso das cadeias poli- 
peptídicas no interior do superenavdunento orientado para a 
esquerda. De forma náo surpreendente, a a-queratina é rica em 
resíduos hídrofóbicM de Ala, Vai, Leu, lie, Met e Phc\ 

Um polipeptSdeo integrante da hélice superenovelada dia a- 
qumtÍTia apresenta uma estrutura terciária simples, dominada 
por uma estrutura secundária de a-hdkc com seu eixo enove- 
lando em uma super -bétke orientada para a esquerda. Esse eno- 
velamento de dois poiipeptídet» o- helicoidais é um exemplo de 
estrutura quaíeminau SuperenaveUmentos desse tipo são ele- 
mentos estruturais comuns nas proteínas filamentosas e na pro- 
teína muscular m sos ma (veja Fig, 7-29), A estrutura quaternária 
da a-queratina pode ser bastante complexa. Muitas estruturas 
superem ovetadas podem originar grandes complexos supramole- 
culares, como por exemplo o arranjo da a-queratina para formar 
o filamento intermediário do cabelo (Fig. 6-1 lb). 

A resistência das proteínas fibrosas é aumentada por liga- 
ções covalenrcs cruzadas entre as cadeias polípeplídicas no inte- 
rior das “cordas* e entre cadeias adjacentes em uma estrutura 
supramolecubr. Nas a-queralinav as ligações cruzada* que es- 


tabilizam a estrutura quaternária são as ligações dissuJfeio í Aden- 
do 6-2). Nas a-querattnas mais rígidas, como a dos chifres de 
rinoceronte*. até 18% <kre resíduos são usteínas envolvidas em 
ligações dissulfeto. 

Coldgono Da mesma forma que as c-queratinas, o colágeno 
evoluiu no sentido de fornecer resistência mecânica, £ encon- 
trado em tecidos conjuntivos como tendões, cartilagens, na ma- 
triz orgânica dos ossos e na córnea dos olhos. A hélice do colá- 
geno é uma estruluru secundária singular, bem distinta de uma 
a- hélice. É orientada para a esquerda e possui três resíduas de 
aminoácidos por passo f Fig, &-12). O colágeno apresenta tam- 
bém uma estrutura superenovebda que possui uma estrutura 
terciária e uma quaternária características: trés potipcpiidco* se- 
parados, denu minados cadeias a fnèo confundir com a- héli- 
ces), que são supcrenoveJados uns com os outros ( Fig. 6- í2c>. O 
supereuoveLunentó é orientado para a direita, em sentido opos- 
to ao das heikes orientadas para a esquerda das cadeias ou 
O coEágeno apresenta 35% de GJy, 1 1 % de Ala e 2 1% de Pio 
dc HyPro [hidroxipmlina, um aminoácido não- primário: veja 
Fig, 5-8), A gelatina, um produto alimentar derivado do colige 
nó, apresenta um pequeno valor nutricional como proteína por- 
que o colágerio é bem pobre em diversos aminoácidos essenciais 
para a dieta humana, O conteúdo não habitua) de aminoácidos 
do çoiágeno esü relacionado às reslriçõo estruturais caracterís- 
ticas da hélice do cotágeno. A seqüénciá de aminoácidos no co- 



A ondulação permanente em cabelos é uma engenharia bioquímica 


Quando o cabelo é exposto ao calor úmido, pode ser 
esticada. Em nível molecular, as tx-hélkes na a-quera- 
tma tio cabelo são esticada* até atingirem uma confor- 
mação p cnmpletamcnir simdida. Após resfriamen- 
to, ocorre uma reversão espontânea ã conformação a- 
hcfirnérial A capacidade de *c «riear apresentada peias 
a-queratinas, ben axno suas numerosas ligações dis- 
Mjlíetjo cruzadas, formam a base lLí Dndubçâo perma- 
nente. O rabeio a ser ondulado ou enroLido e pnmcj- 
ramente mantido preso a um molde com formato ade- 
quado. L'ma solução de um agente redutor, gcr.LÍmçnte 
um composto que contém um grupo tiol ou sulfidrí- 
la { — SH), é, a seguir, aplicado sob aquecimento. O 
agente redutor diva as ligações cruzadas, reduzindo 
cada ligação dissulfeto c formando dois resíduo* de 
Cys. O calor úmido rompe a* ligações de h kin igênio 


e causa o desenovelamento das estruturas a-hdkni- 
dais das cadeias poEpeptldicas. Após certo tempo, a 
solução redutora é removida e um agente oxtdante é 
adidonado para formar tmm ligações dissulfeio en- 
tre pares de resíduos Cys de cadeias poUpeptidka* ad- 
jacentes, mas que não serio os mesmos pares existen- 
tes antes áo tratamento. Após o rabelo ser lavado e 
resfriado, *s cadeias polipetídkas revertem a sua con- 
formação a- helkoicbL Ai fibras do cabdo agora se 
curvam no formato desejado porque as novas liga- 
ções dissulfeto exercem alguma torçio ou dobramento 
nos feixes a- helicoidais; dá* fibras do cabdo. Uma on- 
dulação permanente náo é verdadeiramcnle perma- 
nente porque o cabelo cresce: no cabelo novo que 
substitui o antigo, a u^querat ina possui o padrão na- 
tural das ligações dissulfeto do rabelo não ondulado. 
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U) tb) (c) (d) 

Figura 6-12 - Estrutura do colâgeno. (a) A cadeia a do colâgeno apresenta uma estrutura secundária repetitiva característica 
dessa proteína. A seqüência tripeptíd ica repetitiva Gly-X-Pro ou Gly-X-HyPno adota uma estrutura helicoidal orientada para a 
esquerda com três resíduos por passo. A seqüènda repetitiva utilizada para gerar este modelo é Gíy-Prc^HyPro íb} Modelo 
espaço-cheio da mesma cadeia a. (c) Três dessas hélices (mostradas aqui em cinza, azul-daro e azul-escuro) enovelam-se umas ás 
outras em um supere novela mento orientado para a direita, (d) A super-hélice de três cadeias do colâgeno vistas a partir de uma 
extremidade, em um modelo boi a-e- bastão. Os resíduos de Gly sâo mostrados em vermelho. A gliona, devido a seu pequeno 
tamanho, è necessária na junção estreita em que as três cadeias estão em contato. As botas nesta ilustração não representam o 
raio de van der Waals dos átomos individuais. O centro da super-hélice de três cadeias não é vazio como aparece aqui, mas 
densa mente empacotado, 



lâgeno apresenta s em geral, uma unidade repetitiva tripeptíd ica, 
Gly-X-Pro ou Gly-X-HyPro, onde X pode ser qualquer resí- 
duo de aminoácido. Apenas os resíduos de glicina podem ser 
acomodados nas junções extremamente estreitas existentes entre 
as cadeias a individuais (Fig. 6-12d); os resíduos de Pro possibili- 
tam os enovelamentos acentuados que se verificam na hélice do 
colâgeno. A sequência de aminoácidos e a estrutura quaternária 
superenoveJada do colâgeno permitem um empacotamento den- 
so de seus três polipeptideos. 

Esse empacotamento denso das cadeias a na hélice tripla 
do colâgeno fornece uma força tensional maior do que a de um 
fio de aço de idêntica secção transversal. As fibrilas do colâgeno 
[Fig. 6-13) são estruturas supramoleculares que consistem de 
moléculas de tripla hélice de colâgeno (algumas vezes denomi- 
nadas de moléculas de tropocolágeno), associadas de diversas 
maneiras a fim de fornecer diferentes graus de Força tensíonal. 
As cadeias a das moléculas do colâgeno e as moléculas de colá- 
geno das fibrilas são unidas por tipos não habituais de ligações 
co valentes cruzadas, envolvendo resíduos de Lys, HyLys (hidro- 
xilisina, veja Fig, 5-8) ou His„ Eissas ligações criam resíduos de 
aminoácidos não-primários, como a desidro-hidroxilisinonor- 
leucina (veja pág- seguinte), O aumento na rigidez e a ín elasti- 
cidade do tecido conjuntivo à medida que as pessoas envelhe- 
cem resultam de uma acumulação de ligações covalentes cruza- 
das nas fibrilas de colâgeno. 

Um mamífero típico possui mais de 30 variantes estruturais 
de colâgeno que ocorrem em tecidos particulares. Cada um de- 
les é um pouco diferente em seqüência e função. Alguns defeitos 
genéticos humanos na estrutura do colâgeno ilustram a relação 
próxima que existe entre a seqüência de aminoácidos e a estru- 
tura tridimensional dessa proteína. A osteogenesis imperfecta é 
caracterizada por uma Formação õssea anormal em hebéü; e a 
síndmme de Ehlers-Danios, por juntas frouxas. Ambas as con- 
dições podem ser letais e resultam da substituição por um resí- 
duo de aminoáddo com um grupo R maior [como a Cys ou 
Ser) de um resíduo de Gly em cada cadeia a [um resíduo dife- 



Secçào da molécula d o colâgeno 


Figura 6-13 - Estrutura das fibrilas do colâgeno. O colâgeno (M 
300.000) ê uma molécula em forma de bastão, com cerca de 3.ÜQGÁ de 
comprimento por apenas 15À de largura. Suas três cadeias a supeneno 
veladas podem ter seqüèncias diferentes, mas cada uma apresenta cerca 
de 1.000 resíduos de aminoácidos. As fibrilas do colâgeno s3o formadas 
por moléculas de colâgeno alinhadas em um padráo em forma de escada 
e apresentam ligações cruzadas para uma maior resistência mecânica. O 
alinhamento específico e a quantidade de ligações cruzadas variam de 
acordo com o tecido e produzem estrias características em uma micro- 
grafia eletrônica. No exemplo aqui mostrado, o alinhamento dos grupos- 
cabeça de cada quatro moléculas produz estrias afastadas por 640Ã 
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rente de Gly em cada desordem), Essas substituições de um úni- 
co resíduo têm um efeito catastrófico sobre a funçüo do coláge- 
no porque das rompem a repetição Gly-X-Pro que dá □□ colá- 
genn a sua estrutura helicoidal característica. Dado o seu papd 
na héticc Iripla do colágeno i Fig- 6- í 2d), Cly náo pode ser subs- 
tituído por outro resíduo âc amtnoacido sem causar efeitos 
substancial mente ddetérius na estrutura. 

Fibroma da seda F broina. a proteína da ceda, é produzida 
por insetos e aracnídeos. Suas cadeias polipeptjdkas éstáo prc- 
du mi na n temente na conformação p. A ÍTbroma é rica em resí- 


duos de Ala e Glyi permitindo um empacotamento denso dos 
grupos R e um arranjo em que os grupos R estão em contato 
uns com os outros (Fig. 6- 14]* Toda a estrutura é estabilizada 
por diversas ligações de hidrogênio existenles enlrc todas as li- 
gações peptidícas rwH polipeptideos de cada folha f\ e peia oti- 
mização das interações de van der Waals eiisl entes entre as fo- 
lhas. A seda não sofre estiramento porque a conformação £ ji t 
aJt amente estendid* (Fig, 6-7: veja também Ftg. 6-15). Entre- 
tanto, a estrutura é ílextvd, porque as folhas sáo mantidas jun- 
tas por numerosas interações fracas e não por ligações covalen 
les. como é o caso das ligações dissulfeto nas a -queratmas. 
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Figura 6-14 - A estrutura da seda As fibra* usadas para fazer a seda ou uma teia de aranha s£o constituídas pela proteína fibrolna 
la) A fibmina consiste de camadas de folhas J3 anitpafatóas, ncasem resíduos de Ala (em Más) e Gly (em amarelo j. As pequenas [Ladeias 
laterais estão em contaio umas com as ouhav o que permite um empacoiamento denso de cada folha, conforme mostrado nesta wsta 
lateral b As cade«as de fibroéia (em ài J} emergem das fiandeiras de Lima aranha nesta fut tjgrafra efetrúntca colonzada 
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figura 6-15 - £u ruturas proteicas globulares são compactas e vanadas A soroa&umina humana (M, 64 500) possui 585 reWtJuos em 
uma Líica cadeia Aqui são mostradas as dmensdes aproumadas que a sua õnca cadeia pcApecrtujuLa feria se ocorresse na conforma- 
ção fj estendo* ou como o-hé+ce O tamanho verdadevo da proteína em sua forma gSobular natoa. conforme deiermnadb pw 
mecteJas fckn-qtimcás, também é mostrado, a cadetí pol pepiKka deve estar bem compactada para caber nessas dmentóes 



A diversidade estruturai reflete a diversidade 
funcional nas. proteínas globulares 

Em uma proteína globular, os diferentes segmentos de uma ca- 
deia pdipeptidíca (ou múltiplas cadeias polipeptídicas) enove- 
lam-se uns sobre os outros. Conforme ilustrado na Figura 6-15, 
esse enovelamento gera uma forma compacta em relação aos po- 
lipeptídeos em uma conformação totalmente estendida. O enove- 
lamento também gera a diversidade estrutural necessária para que 
as proteínas executem um grande conjunto de funções biológi- 
cas, As proteínas globulares incluem as enzimas, as proteínas trans- 
portadoras, as proteínas motoras, as proteínas regulatúrias, as 
Emunoglobulínas e as proteínas com diversas outras ftinções. 

Neste início de novo milênio, o número de estruturas tridi- 
mensionais de proteínas conhecidas está na casa dos milhares e 
mais do que dobra a cada dois anos. Esse vigor da informação 
estrutural está revolucionando nossa compreensão da estrutura 
protéica, a relação entre estrutura e função e até mesmo os ca- 
minhos evolutivos pelos quais as proteínas atingiram o presente 
estado, o que pode ser visualizado pelas semelhanças existentes 
entre famílias de proteínas reveladas à medida que os bancos de 
dados de proteínas são vasculhados e classificados, A variedade 
absoluta de estruturas pode parecer intimidante; no entanto, à 
medida que novas estruturas protéicas se tornam disponíveis, tor- 
na-se cada vez mais claro que elas são manifestações de um con- 
junto finito de padrões reconhecíveis de enovelamento estáveis. 

Nossa discussão sobre a estrutura das proteínas globulares 
inicia-se com os princípios obtidos a partir das primeiras estru- 
turas protéicas a serem elucidadas. Segue-se uma descrição de- 
talhada da subestrutura protéica e a categorização comparativa. 
Tais discussões somente são possíveis devido à vasta quantidade 
de informações disponíveis na internet em recursos tais como o 
Banco de Dados de Proteínas (Protein Data Bank, PDB), um 
arquivo de estruturas tridimensionais de macromoléculas bio- 
lógicas experimentalmente determinadas, 

A mioglobina forneceu a$ primeiras evidências sobre 
a complexidade da estrutura protéica globular 

O primeiro marco na compreensão da estrutura tridimensional 
de uma proteína globular surgiu a partir de estudos de difração 
de raios X da mioglobina, executados por John Kendrew e seus 
colegas nos anos 1950. A mioglobina é uma proteína ligante de 
oxigênio relativamente pequena (M r 16.700), presente nas célu- 
las musculares. Sua função é armazenar oxigénio e facilitar adi' 
fusão deste no tecido muscular em contração rápida. A mioglo- 
bina contém uma única cadeia polipeptídica de 155 resíduos de 
aminoáddos de sequência conhecida e um único grupo de ferro 
protoporfirina ou heme. O mesmo grupo heme é encontrado 
na hemoglobina, a proteína ligadora de oxigénio dos eritróci- 
tos; esse grupo é responsável pela forte cor vermelha a marrom 
tanto da mioglobina como da hemoglobina. A mioglobina é 
particular mente abundante nos músculos de animais aquáticos 
como a baleia, a foca e o boto cujos músculos são tão ricos dessa 
proteína que são marrons, O armazenamento e a distribuição 
do oxigênio pela mioglobina muscular permitem que esses ani- 
mais permaneçam submersos por longos períodos de tempo, 

A Figura 6-16 mostra diversas representações estruturais da 
mioglobina, ilustrando como a cadeia polipeptídica enovela-se 
em três dimensões — sua estrutura terciária. O grupo em ver- 
melho cercado pela protein a é o heme. A estrutura da molécula 
de mioglobina é formada por oito segmentos de a- hélice relati- 
vamente retilíneos que são interrompidos por dobras, algumas 
das quais, dobras p. À a- hélice mais longa possui 23 residuos 
de aminoácídos* e a mais curta, apenas sete; todas são orienta- 


das para a direita. Mais de 70% dos resíduos de aminoáddos 
na mioglobina encontram-se nessas regiões ct-helicoídais. A 
análise por raios X revelou a posição precisa de cada um dos 
grupos K* os quais ocupam quase todo o espaço no interior da 
cadeia enovelada. 

Diversas conclusões importantes podem ser obtidas a par- 
tir da estrutura da mioglobina. O posicionamento das cadeias 
laterais tios aminoácídos refletem uma estrutura que obtém 
muito de sua estabilidade das interações hidrofõbicas, A maio- 
ria dos grupos R bidrofábicos localiza-se no interior da molé- 
cula da mioglobina* ocultos da exposição à água, Todos os gru- 
pos R polares, exceto dois, localizam -se na superfície externa da 
molécula e todos são hidratados. A molécula de mioglobina é 
ião compacta que o seu interior apresenta espaço suficiente para 
apenas quatro moléculas de água. Esse núcleo hidrofóbico den- 
so é típico das proteínas globulares. A fração do espaço ocupado 
pelos átomos em um liquido orgânico é de 0,4 a 0,6, em um 
cristal é de 0,70 a 0,78, valores próximos do máximo teórico. 
Em uma proteína globular, a fração é de cerca de 0,75, valor com- 
parável ao de um cristal. Nesse meio densamente empacotado, 
as interações fracas são reforçadas entre si. Por exemplo, as ca- 
deias apoiares no interior da molécula estão tão juntas que aí 
interações de van der Waaís de curto alcance representam uma 
contribuição significativa para a estabilização das interações 
hidrofóbicas. 

A dedução da estrutura da mioglobina confirmou algumas 
expectativas e introduziu alguns novos elementos de estrutura 
secundária. Como predito por Pauling e Corey, todas as ligações 
peptí dicas estão na configuração plana trans. As a -hélices na 
mioglobina forneceram as primeiras evidências experimentais 
diretas para a existência desse tipo de estrutura secundária. Cada 
um dos quatro resíduos de Pru na mioglobina ocorre em uma 
dobra (lembre-se de que a prolina, com seu ângulo <(> fixo e a 
ausência de um grupo peptídico N— H para participar de liga- 
ções de hidrogênio, é bem incompatível com a estrutura a -heli- 
coidal). Outras dobras contêm resíduos de Ser, Thr e Asn* que 
estão entre os aminoáddos cujo volume e forma os tomam in- 
compatíveis com a estrutura o, -helicoidal se estiverem próximos 
na sequência de aminoáddos (p, 128). 

O grupo heme, plano, reside em uma cavidade ou bolsáo no 
interior da molécula de mioglobina, O átomo de ferro no centro 
do grupo heme apresenta duas posições de ligação por coorde- 
nação perpendiculares ao plano do heme (Fig, 6-17). Uma delas 
está ligada ao grupo K dn resíduo de His na posição 93; a outra 
é o sítio ao qual se liga uma molécula de O-;, No interior dessa 
cavidade, o acesso do grupo heme ao solvente é bastante restri- 
to. Isso é de importância para a sua função, pois grupos heme 
livres em uma solução oxigenada são rapidamente oxidados dn 
forma ferrosa (Fe 2+ )*que é ativa na ligação reversível do 0 : , para 
a forma férrica (Fer + ), que não liga 0 2 . 

O conhecimento da estrutura da mioglobina permitiu aos 
pesquisadores entender em detalhe, pela primeira vez, a correla- 
ção existente entre a estrutura e a função de uma proteína. Cen- 
tenas de proteínas foram submetidas a análises semelhantes desde 
então. Hoje* técnicas como a espectroscopia de RMN comple- 
mentam os dados de difração de raios X, fornecendo mais infor- 
mações sobre a estrutura de uma proteína ( Adendo 6-3). O se- 
qüendamento do DNA genômico de diversos organismos (Ca- 
pítulo 29) vem identificando milhares de genes que codificam 
proteínas de sequências conhecidas mas função desconhecida. 
Nossa idéia inicial sobre a função dessas proteínas provém de nossa 
compreensão ainda limitada de como a estrutura primária deter- 
mina a estrutura terciária e de como esta determina a função. 
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(d) Uí 

Figura 6-1fi - A estrutura terciaria da mioglobma de espermaceti A orientação da proteína é semeJha^íe em todas as vivtíkzaçôes, o gm.*» 
tieme è mostrado em vemçP-o Alem de ilustrar a mottcuta de mwgidbma, esla figura apresenta ewmptos de maneiras diferentes de se mostrar uma 
estrutura p^oretca :a< Estatura pol peptxsca, mostrada tomo uma represe^ ração em fita. lepresentação essa que foi intraWda pm Jane ftdhanteon 
t que safenta as mgiòes de eStruktfa secundaria As repões «-hei cendais são einderrips b Uma imagem çm nptinjlas. enlaézandõ a supertcie 
ptottca íci Uma imagem de comofno oe supedicie utif para visualizar bolsúes na prolema ar de outras motaUas poderiam se ng* dl Urna reprç^n 
uçâo em fite, incluindo tadeiás faterafs íem a/uty para os msJduos hidrolúbrcos Leu. Ile, Vaf e Phe {#> Um modelo espaço-cheio tom todas as cadetas 
láterá^ dos aminoacidas Cadá átomo é representado por uma «fera que abrange 0 seu raio de van der WaaFs. Os resíduos hidrofóbitos são novamen- 
te mostrados enr azul; a ma«or parte ná-o ê visível porque esta localizada o o interior da proteína 


figura 6-17 - O grupo hama Esle grupo ewa praenie na mioglo- 
t»rj, na herrog-ob na, '■os ritocronios e em murtas outras protenai 
heme (a) O Hecne consiste de uma estrutura orgá^ca cXJo, a pro 
’ oporei ma, A quaf um átomo de ferro se >a em seu estado ferroso 
ff e 1 *) O átomo de feiro possui sers ligações por coordenação, qua- 
|iq no plano da peoiopor linnd è qual estão rgadas e duas perpem 
Culares a eia ■ b.i Na rrnogiobina e na hemoglobina, uma das ligações 
pCr coordenarão- perpendiculares está ligada ao álomo de nrtraqé- 
nio de um resíduo de His A outra é "aberta* e serve como sítio de 
hgaçâo para uma molécula de Qj. 
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Adendo 6-3 


Métodos para a determinação da estrutura tridimensional de uma proteína 


Dif ração de raios X 

O espaçamento dos átomos cm uma grade eristaJi' 
na pode se r determinado petas medida* de localiza- 
ção t imensidades das manchas produzidas em fil- 
me fotográfico por um feixe de raien X de um de- 
terminado comprimento dc onda, após esie ser 
d] Traia do pelos elétrons dos Itomos. Por exemplo, a 
análise por raios X das cristais de cloreto de sódio 
mostra que os icim Nj C O çsláo dispostos em 
uma grade cúbica simplcv O espaçamento dos di- 
ferentes tipos de Jtumus em moléculas orgânicas 
complexas, mesmo as de tamanho muito grande 
como as proteínas, pode ser t jmhém analisado por 
métodos de difraçào de raios X, emboca de forma 
bem mais trabalhosa do que para os cristais salmos 
simples, Quando o padrão repetitivo em um cristal 
é uma molécula tão grande como uma proteína, os 
numerosos átomos da molécula geram milhares de 
padrões de di fração que drvem ser analisados por 
computadores. 

O processa pode ser entendido cm um nível ele- 
mentar, considerando-se que as imagens sáo gera- 
das em um microscópio Aplica A luz de uma fonte 
pontual é focalizada sobre um objeto, As ondas dc 
luz sãn espalhadas pela objeta e, cm seguida, recom- 
binadas por uma série de lentes, a fim de gerar a 
imagem ampliada do objeta 0 menor objeto cuja 
estrutura pode ser determinada por esie sistema ( isto 
é, o poder de resolução do microscópio) é determi- 
nado pelo comprimento de cinda da luz — nesse 
caso, a luz visível, com comprimentos na faixa de 
400 a TOOnm, Objetos menores do que a metade do 
cumprimento de onda da luz incidente náo podem 
ser resolvido*. Rara resolver objelm ião pequenos 
quanto uma proteína, devem -co utilizar raios X, 
cujos comprimentos dc onda se siluam na Jaixa de 
0,7 a 1,5.1 1007 a 0,L5nm). fmtretanto, não existem 


lentes que possam recom binar os raios X para for- 
mar uma imagem; por isso, o padrão dos raios X 
dif ratados è diretamenfe recolhido t uma imagem e 
nxoristruida por técnicas matemática». 

A quantidade de informação obtida a partir da 
cristalografia dc raios X depende do grau de ordem 
estrutural da amostra. Alguns parâmetros estrutu- 
rais importantes foram obtidos de estudos inkiars 
dos padrões de djfraçáo das proteínas fibrosas dis* 
postas em arranjo» regulares, corno no cabdb e na 
iã. Entretanto. os empacotamentos ordenados for- 
mados por proteínas fibrosas nio são cristais — as 
moléculas estão alinhadas lado a lado, mas nem to- 
das estio orientadas na mesma direção. Informa- 
ções mais detalhadas sobre a estrutura tridtmensk^ 
nal das proteínas requerem cristais altammfe orde- 
nados, A cristalização de proteínas é uma ciência 
um tanto empírica, c is estruturas die muitas proteí- 
nas importantes não são ainda Conhecidas simples- 
mente porque elas se mostraram de difícil cristali- 
zação, Os especialistas nessa técnica compararam a 
obtenção de cristais dê proteínas a manter juntas 
bolas dc boliche com fita de celofane. 

Gperadonaimente, há várias etapas em uma aná- 
lise estrutural por raios X ( Fig. 1 ), Tendo sido obtido 
um cristal, este é colocado perante um febre de raios 
X entre a fonte dos raios e um detetor, de modo a 
gerar um arranjo regular de manchas denominadas 
reflexões. As manchas são criadas pelo feixe de raios 
diffatadu, e cada átomo em uma molécula contribui 
para cada mancha. Um mapa de densidade eletróni- 
ca da proteína é reconstituído a partir do padrão glo- 
bal dc difração utilizando-se uma técnica matemáti- 
ca denominada transformada de Fourier. Assim, um 
computador atua comn uma 4 * lente computacional 7 
Um modelo da estrutura consistente com o mapa 
de densidade eletrónica é então obtido. 
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johu Kendrew verificou que o pjdràu dc difta- 
ção ífe raios X da miogluihirta cristalina {isolada de 
músculos dc rspermacctcl é hasunte complexo, 
córti cerca de 25.000 reflexões, A análise cornpuLa- 
cionaE dessas relkjcões. fui feita por panes, A resolu- 
ção foi melhorada cm cada cxiágiu, até que em 1959 
as posições de todos os àfomra distimn* dc hidro- 
gênio foram determinadas. A teqUémia de aminoã- 
ridos dá proteína obtida por análise química era 
consistente com o modelo molecular. As estruturas 
de milhares de proteínas, muitas das quais bem mais 
complexos do que a miogjubina. foram determina- 
das com um grau dc resolução semelhante. 

O ambiente físico no interior de um cristal nào i 
idêntico ao de uma solução ou uma célula viva. Um 
crisLal impõe uma média espacial r temporal na es- 
trutura, deduz tda a partir de sua aniliae, e os estu- 
dos de difraçio de raios X fornecem poucas infor- 
mações sobre a movimentação molecular de uma 
protetna. A conformação das proteína* em um cris- 
tal pode ser também afetada, a princípio, por fato- 
res não fisiológico* tais como Contatos incidentais 
entre proteínas dentro do cristal. Entretanto, quan- 
do estruturas derivadas da análise dos cristais fo- 


ram comparada* com informações estruturais ob- 
tidas por outros l étnica* Icomo RMK, descrita a 
seguir), a estrutura oblida a partir dos cristais quase 
sempre representa uma conformação funcional da 
proteína. A cristalografia de raios X pode ser aplica- 
da com sucesso a proteinas muito grandes para po- 
derem ser analisadas por RMN. 

Ressonância magnética nuclear 

Um importante método complementar para a de- 
terminação de estrutura t ridirnemionais de macro 
moléculas é a ressonância magnética nuclear 
(RMN). As técnkas modenus de RMN são usadas 
para determinar as estrutura 4e grandes nucrrwno- 
léculas, incluindo carboidrato*, acidbs nudcicoS e 
profanos de tamanho pequeno a médio. Uma van- 
tagem dos estudo* com RMN é o foto de serem rea- 
Eizado* com a* macromnléculas em solução, en- 
quanto a cristalografia por taius X se limita a ma- 
LTomoléculas que poisam MT cristalizadas. A RMN 
pode também trazer á luz o aspecto dinâmico da 
estrutura protéiea, incluindo alterações ccmforma- 
donais, enovelamento prntéko e interações com 
outras moléculas, 


Figura 1 - Etapas na determinação da estrutura da mioglobina do «per- 
maceíe por cristalografia de raios X. {a) Os padrões de difraçào de raios X 
são gerado* a partir de um çnstaJ da proteína, fb) Os dados ortraldos dos 
padrões de difraçáo sâo usados para calcular um mapa de densidade 
detrõnxa I ndmemiortórl da proteína A densidade eieirôrvc a de uma parte 
da «truiura, o fieme. é mosirada íc) As regiões de maor densidade 
Hetfonica revelam a localização dos núdeos atômicos e essa informação 
t lAiiiaáA para mamar a estrutura finai Aqui. a estrutura do heme e 
modelada em seu mapa de densidade efonõmca íd) Éstruli#a completa 
da moglofrna de espermacele. mdumdo o heme 
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A RMN é uma manifestação do momento angu- 
lar do spin nuclear, uma propriedade da mecânica 
quântica dos núcleos atômicos. Apenas certos áto- 
mos* incluindo 1 H n L3 C, l5 N, ,3I F e 3L P, possuem o 
tipo de spin nuclear capaz dc produzir um sinal de 
RMN, O spin nuclear gera um d i polo magnético. 
Quando um campo magnético estático intenso é 
aplicado a uma solução que contém um único tipo 
de macromolécula, os dipolos magnéticos alinham- 
se em presença do campo em uma das duas possí- 
veis orientações, paralela (de baixa energia) ou an- 
ti paralela (de alta energia}, Um breve (~10ps) pulso 
de energia eletromagnética de freqüência adequada 
(a frequência ressonante, que está na faixa das fre- 
quências de rádio) é aplicado com ângulos adequa- 
dos em relação aos núcleos alinhados no campo 
magnético. Alguma energia é absorvida quando os 
núcleos passam para o estado de maior energia, e o 
espectro de absorção resultante contém informação 
sobre a identidade do núcleo e o ambiente quünico 
imediato. Os dados de diversos experimentos exe- 
cutados sobre uma amostra são tratados, a fim de se 
obterem valores médios, aumentando-se a razào si- 
nal/ruído,. e um espectro de RMN como o da Figu- 
ra 2 é obtido. 



Figura 2-0 espectro unidimensional de uma gtabina do 
sangue de um verme marinho. Essa proteína e a mioglobina 
de espermacete sáo análogos estruturais muito próximos, 
pertencendo à mesma família estrutural de proteínas e com- 
partilhando uma função transportadora de oxigénio, 


l H é particuiarmente importante para os experi- 
mentos de RMN devido à sua alta sensibilidade e 
abundância natural. Para as macromoléculas, os es- 
pectros dc 1 U podem ser bastante complexos. Mes- 
mo uma pequena proteína possui centenas de áto- 
mos de n H h resultando tipicamente em um espcctru 
de RMN unidimensional muito complexo para ser 
analisado. A análise estrutural tornou-se possível 
com o advento das técnicas de RMN bidimensio- 
nais [Eig. 3). Esses métodos permitem medidas de 
acoplamentos dependentes da distância dos spins 
nucleares em átomos próximos espacialmente (ú 
efeito nuclear Ovcrhauser — NOE — , em um mé- 
todo duplicado — NQESY — ou o acoplamento de 
spins nucleares em átomos conectados por ligações 
cuvalentés — espectroseopia de correlação totaJ, oií 
T0CSY1. 

Traduzir um espectro bidimensional de RMN em 
uma estrutura tridimensional completa pode ser uni 
processo trabalhoso. Os sinais NOE fornecem algu- 
ma informação sobre as distâncias entre átomos in- 
dividuais, mas para que essas distâncias possam ser 
úteis, os átomos que originam cada sinal devem ser 
identificados. Experimentos TQG5Y complementa- 
res podem ajudar a identificar quais sinais NOE são 
gerados por átomos unidos por ligações covalentes, 
Certos padrões de sinais NOE foram associados com 
estruturas secundárias, como as a-hálices, Técnicas 
modernas de engenharia genética (Capítulo 29) po- 
dem ser usadas para preparar proteínas que contêm 
os isótopos raros 13 Ce l5 N. Os novos sinais de RMN 
príjduzidos por esses átomos e o acoplamento com 
os sinais de 'H resultantes dessas substituições auxi- 
liam. nas determinações dos sinais NOE de 'H. O pro- 
cesso é também auxiliado pelo conhecimento da se- 
qiiênda de amínoâcidos do polipeptideo, 

Para gerar uma estrutura tridimensional, os pa- 
râmetros de distância são introduzidos em um com- 
putador, juntamente com parâmetros geométricos, 
como quiralidade, raios de van der Waals, e com- 
primentíxs e ângulos de ligações. O computador gera 
uma família dc estruturas proximamente relaciona- 
das que representam a faixa de conformações con- 
sistentes com os parâmetros de distâncias do NOE 
(Fig. 3c). A incerteza nas estruturas geradas pela 
RMN é, em parte, um reflexo das vibrações mole- 
culares (oscilações) no interior da estrutura protéi- 
ca em solução, discutida com mais detalhes no Ca- 
pítulo 7. A incerteza experimental natural também 
tem o seu papel nisso. 

Quando uma estrutura protéica é determinada 
tanto por cristalografia de raios X como por RMN, 
as estruturas obtidas geral mente são bem concor- 
dantes entre si. Em alguns casos, as localizações pre- 
cisas das cadeias laterais de amínoâcidos do exterior 
das proteínas são diferentes devido aos efeitos dn 
empacotamento de moléculas protéicas adjacentes 
em um cristal. As duas técnicas juntas estão no âma- 
go do rápido aumento na disponibilidade de infor- 
mações estruturais sobre as macromoléculas nas 
células vivas. 
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hyurfl 3-0 uso dd ftMN b dimensionai na geração dá estrutura md - 
mynsOf^l de irna g ob na. 4 mesma pnotf-na uuúi p ara qp# os dados 
ds figura 2 A diagonal em Hpecim tidms^s«nal equrvàle a um 
«pectro un dimensiona; Os p*Gs extern cs á dagonat sào smars NOE 
geados petas interações de curtâ dístãnca entre átomo* de M que po- 
dem gerar sanas bem osta^Tes no espectro 'jnjòmemjonai Duas dessas 
-nieraçôes são denL ítcada* em mi e suas denttiades são mos (radas tom 
linhas aziís em ib) Trfs linhas são tragadas para a interação Z entre um 
grupo meMa ns ptotems e um hidrogénio no heme O grupo metila g rã 
rapidamente de modo que seui trés hidrogénios eontntXiem iguafcmente 
para a interação e osmat de ftMN Essa informação è usada para determi- 
na' a estrutura tridimensional eompteta, como mostrado em (e) As li- 
nhas múltiplas mostradas para á estrutura protèica representam a famlüa 
de estruturas consistente com os parâmetros de distância nüs dados de 
RMN A similaridade estrutural com a hemoglobina (veja Fig. 1) e eviden- 
te. As proteínas estão orientadas da mesma maneira em ambas as figuras. 
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As proteínas globulares apresentam 
diversas estruturas terciárias 

Com a elucidação das estruturas terciárias de centenas dc outras 
proteínas globulares por análises com raios X, tornou-se dato 
que a rrtiugUibmj representa apertas uma das diferentes formas 
peEasqiuts uma cadeia polipeptídtca pode eno velar-sc. Na Figu- 
ra 6- 18 as esl ruturas do eiiocromo ti üsozima e rihonudca.se 
são comparadas, Todas apresentam diferentes sequências de 
amirtoácidús e diferentes estruturas terciárias, refletindo dife- 
renças nas tuas funções. Todas são rela (ivanienl e pequenas e fá- 
ceis de manipular, facilitando as análises estruturais. O dlocíO- 
mo cé um componente da cadeia respiratória das mitocôndrias 
{Capitulo 19), Como a mioglobina, o ritocromo r é uma proteí- 
na heme. Apresenta uma única cadeia polipeptidka de cerca de 
100 resíduos íM, 12-400) t unt único grupo heme. Nesse caio. a 
piotoporflrina dogrupo heme esta covakntemcnie ligada ao po- 
Kpeptideo, Apenas cerca de 40% do polipept ideo é formado por 
segmenio* o helicoidais, comparados com os 70% da cadeia de 
mioglobina- O resume da cadeia do dtocromo c contém dobras 
P e segmentos ir regularmente enovelados e estendidos, 

A lisorima (Af, 11,600) é uma enzima abundante na clara 
do ovo e nas lágrimas humanas que catalisa a divagem hidrolí- 
tica de polissacarideos das paredes cdulares protetoras dc algu- 
mas famílias de bactérias, atuando, portantu, como um agente 
bacteridda. Da mesma forma que no citocromo c, cerca dc 40% 
dc seus 1 29 resíduos de aminoáddos estão em segmentos tx 
helicoidais, mas com diferentes arranjos, incluindo algumas es 
truturas em fblhas 0 (Fig, 6-18). Quatro ligações dissulfeto for 
necem estabilidade a essa estrutura. As a -hélices Formam uma 
extensa cavidade na lateral da molécula, denominada sítio ati- 


vo, que é o sítio de ligação do substrato e da catálise. O políssa- 
carídco bacteriano que é o substrato para a ILsazima se ajusta a 
essa cavidade, 

A ribofiudease, outra pequena proteína globular (M r 
13,700), é uma enzima secrrtada pek> pâncreas no interior do 
intestino delgado, onde catalisa a hidrólise de certas ligações nos 
ácidos libonuctékos presentes no alimento ingerido. Sua estru- 
tura terciária, determinada por análises de raios X. mostra que 
apenas uma pequena parte de sua cadeia poUpeptidica de 124 
resíduos de aminoáddos se apresenta na con formação a-heli- 
cofdaJ, mas apresenta muitos segmentos em conformação p (fig, 
6-18). Ca mo * lisozima* a ribonudease apresenta quatro liga- 
ções dissulfeto entre porções da cadeia polipeptidka. 

Em proteínas pequenas, os resíduos hidrofóbicos apresen- 
tam menor probabilidade de estarem protegidos rm um inte- 
rior hidroíobiço — princípios há&kos de geometria determinam 
que quanto menor a proteína, menor será a razáõ entre o volu- 
me e a área superficial. As proteínas menores lambem possuem 
um menor número dc interações fracas possíveis que possam 
estahilizá -las. Isso explica por que muitas proteínas pequenas 
como as da Figura 6-18 são estabilizadas por algumas ligações 
covakmcs, A Itsozima e a nbonudease, por exemplo, possuem 
ligações dissulfeto, e o grupo heme do dtocromo t é Jigado co- 
valen temente á proteína por dois lados, o que fornece estabiliza- 
ção significativa dc toda a estrutura proléica. 

A Tabela 6-2 mostra as proporções de a-hélice e conforma- 
ção |J (expressas como porcentagens de resíduos em cada estru- 
tura secundária) em diversas pfOtdnM globulares pequenas de 
cadeia simples. Cada uma dessas proteínas possui uma estrutu- 
ra distinta, adaptada para a sua função biológica particular, mas. 
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Figura fr-18 - Estruturas tridimensionais de algumas proteínas de pequeno tamanho Aqui são mostrados 0 citocromo c, a lisozima 
e a rtbonueJease 0s grupos funcionais importantes (ü heme na c>tpcromo c. ás cadeias laterais dos am<noâcido 5 no sitio ativo da lisozima e 
na ribonueta*) sâo mostrados em vermelha. As ligações dissulfeto estáo em amarelo. Cada proteína é mostrada em contorno de superfkte 
e em uma representação em fita,, na m«ma orientação Mas representações em fita. as regiões em conformação p são representadas por 
setas planares e as u-hekes por fitas espi raladas 


Tabala 6-2 - Portem agem aproximarias de à-héli«5 e contorma- 
ifiti mm algunvi proteínas de cariai» timões' 


ftotttfia (rfrúdcKK totais) 

Resíduos {%) 

a-hélkc 

Conformação 0 

Ourootnpsru (247 > 

14 

45 

MxKHjcfeaMil24} 

26 

J5 

Cati»upepiida$£ (307) 

3S 

17 

OtOcromo ç (104) 

39 

0 

Ifflozima (129} 

40 

12 

Mioglobina(l53) 

78 

0 


Fontt: Pado j de Cantor CP & Schimmel Pfl. (1900) Biophysical Chemístry, Part i 
The tanformaiícvi ofJiotogfcaíMacrornDÍpnjÍpa, p. 1 00, WH Freprnan and Com- 
pany, New YorX. 

■Pqíçõk das cadeias pofcoepiidicas que n io «táo nas conf ormações de a 
hüce e conrorniaçio p cometem tte oobrtf e enoveiameni m ou esJ t amemios 
«egJai» Segmento* de n-bekrs e toníwiT^òes fl r ás veies, o«wjm-5e 
hgerjfrente de suas geometrias e d mensúes nomw 


em conjunto, etas apresentam várias propriedades comuns. Cada 
uma delas é enovelada de fornia compacta e as cadeias laterais 
dos aminoáddas hidrofô bicos estio orientadas para o interior 
das moléculas (afastadas da água), enquanto ps cadeias laterais 
hidrofilicas se situam na superfície. As estruturas são estabiliza- 
da* por uma grande quantidade de ligações de hidrogénio e al- 
gumas interações fracas. 

A análise de murtas proteínas globulares 
revela padrões estruturais comuns 

Para o estudante novato, as estruturas Terriânas exircmamcnte 
complexas das proteínas globulares muito maiores do que as 
mostradas na Figura 6-18 são mais bem entendidas quando se 
atenta para os padrões estruturais que surgem em proteínas dis- 
tintas e frequentemente nâo relacionadas entre si. A estrutura 
tridimensional de uma proteína globular típica pode ser consi- 
derada como uma montagem de segmentos polipeptldlcos nas 
conformações de a -hélice e folhas p, unidos por segmenlos li- 
ginies. A estrutura pode então ser descrita, em uma primeira 
aproximação, pelas definições de como esses segmentos pnlipep- 
tídlicos se ordenam e como os segmentos ligantes são dispostos. 
Esse formalismo levou a desenvolvimentos de trancos de dados 
que permitem comparações informativas relativas às estruturas 
protéicas, complementando outros bancos de dados que permi- 
tem comparações de sequências protéicas. 

Uma compreensão de uma estrutura tridimensional com- 
pleta é obtida a partir da análise de auas partes. Iniciaremos de- 
finindo os termos utilizados para descrever as subest ruturas pro- 
táicas para passarmos, então, às regras dc enovela mento eluci- 
dadas pela análise das estruturas de diversas proteínas. 

Estruturas supersccundirias, também denominadas moti- 
w ("inotifi") ou simplesmente dobras Clolds”), sio arranjos 
particul anuente estáveis de diversos elementos de estrutura se- 
cundária e das conexões entre e le s . Nlo há uma concordância 
generalizada entre os bioquímicos sobre a aplicação dos trés Ter- 
mos e eles são frequentemente utilizados indistinta mente. Os 
termos são também aplicados a uma ampla gama de estruturas, 
Qi motivos podem variar de simples a complexos, aparecendo 
ilgumas vezes em unidades repetitivas ou combinações, Um 
motivo de grande tamanho pode compreender uma proteína 
inteira. Já nos defrontamos com um motivo bem estudado, o 
supereno vela mento da a-queratina, encontrado também em 
várias outras proteínas. 

Os pohpeptideos que apresentam mais de algumas centenas 
de resíduos de amincáctdos frequentemente se dobram em duas 
«i mais unidades globulares estáveis denominadas domínios. 
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Figura 619 - Domínios estruturais no potipeptideo troponin* C 

Esta proteína ligadura de cálcio, associada com o ttodo muscul*. apre- 
senta tionuriDs liqanies decâloo separados, ndcadcs em anJ e purpura 


Em muitas casas, um domínio de uma grande proteína irá reter 
sua estrutura tridimensional correta até mesmo quando separa- 
da (por exemplo, pur clivagem prateo li tical do restante da ca- 
deia polipeptídica. Uma proteína com domínios múltiplos pode 
ter um lóbulo globular distinto para cada domínio (Fig, 6-19), 
mas, mais comumenie, os contatos extensos entre os domínios 
os tornam de difícil identificação. Diferentes domínios apresen- 
tam, com frequência, funções distintas, tais como a ligação de 
pequenas moléculas ou interação com nutras proteínas. As pe- 
quenas proteínas possuem, geralmente, apenas um do mimo (o 
doromio é a proteína). 

O enovelam en lo de polipeptideos «tá sujeito a um conjun- 
to dc regras físicas e químicas. Uma amostra das principais re- 
gras de enovelamento que surgiram nos fornece uma oportuni- 
dade para introduzir alguns motivos simples. 

1 . As interações hidrofúbicas contribuem bastante para a estabi- 
lidade das estruturas protéicas. Ocultar os grupos R de aminoá- 
eidos hídrofóbicos de modo a excluir a água requer pelo menos 
duas camadas de estrutura secundária. Dois motivos simples, o 
laço !*0-a-p toop") e a quilha a-a (Va comcO (Fig, 
6- 20a) criam duas camadas. 

2. Onde quer que apareçam nas proteínas, a-hélices e confor- 
maçõ« p geralmente se encontram em diferentes camadas es- 
truturais. Isso ocorre porque a estrutura de um segmento poli- 
pepndicu na conformação p (Fig- 6-7) geralmente não pode fa- 
zer ligações de hidrogénio facilmente com uma a-hálicc alinhada 
com ela. 

3. Qs segmentos polipeptídicos adjacentes cm uma seqüéncia 
primária são geralmente arranjados entre si de forma adjacente 
na estrutura enovelada, Apesar de segmentos distantes dc um 
polipcptkko poderem a parecer juntos na est rutura terciif ia, isso 
não é a regra geral. 

4. As conexões entre os ekmcnios da estrutura secundária nio 
podem se cruzar ou formar nòs (Fig. 6* 20b). 

5. A conformação 0 1 mais «tável quando ns segmento*. indiví- 
dua is «(ia Ligaramente dobrados em um sentklo orientado paia 
â direita, Isso influencia tanto o arranjo das folhas p entre si 
como o percurso da conexão polipeptídica entre elas. Duas fo- 
lhas p paralelas, por exemplo, devem estar conectadas por uma 
cadeia cruzada (Fig. 6- 20c), A principio, esse cruzamenlu deve 
ler uma conformação orientada para a direita ou para a esquer- 
da, mas nas proteínas da é quase sempre orientada para a direi- 
ta. As conexões para a direita tendem a ser mais curtas do que as 
conexões para a esquerda, além de se dobrarem em ângulos me- 
nores, tomando-se de mais fadl formação. O dobramento das 
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Ftgur? ^3íl - Paaioes estavas de enovti«m#mo em oratemas a Dor, motivos j-mpies e comum qu* fornecem duas carridOss de «ttulufi 
secunoiria As cadê ac iterais de an rnoâcdm na merace entre eCememoc da rstruMõ secundar» são ptolegdas da agua Observe que a$ folhas ft 
no laço | l-a- (V tendem a se dobrar orientadas o# a a direta 4 b As conenõet enue as folhas 0 em camadas rfe f ofrias (i As cadeias são mofadas a parti! 
de uma exuenrdade sem raihjm pnouelarnenio mduitía no esquema As conexões mas largas sáo as das extremidades mais pr&um*. do pomo de 
visualização, as estrerfas estão nas exlremadades mais dstantes das cadeias |V As conexões em urna dada extremidade (por exemplo, prpjamas do 
ponto <ie visualização nao se cruzam umas com as ouiras {cj Devido ao enovefamenio das cadeias p, as <one*Oés entre as cadeias são gpralmenie 
orientadas para a direita. Conexões onentadãs para a esquerda necessitam maiores ângulos e são mais ditkeis de se formar, (d) Dois arranjos de tãderas 
p estabilizadas pela tendência das cadeias para se enovelarem, Esse barril p é um domínio único de ot-hernolisma da bactéria StopftyAxomtf aureus. A 
folha ff reiordda pertence a um domínio da lotoliase de £. coti. 


folhas (3 também leva a um dobram en to característico da estru- 
tura formada, quando muitos segmentos são unidos entre si. 
Doiv exemplos de estruturas mui tanta são os barris p e as fo- 
lhas p enoveladas ( Fíg. 6-20d)»que formam o núcleo de muitas 
estruturas maiores. 

Seguindo essas regras, motivos complexo* podem ser for- 
mados dc outros mais simples. Por exemplo, uma série de laços 
p-a-fl, dispostos de modo que as falhas JJ formem um barril, 
cria um motivo particularmente estável e comum denominado 
barril a p (Fig, 6-21 ). Nessa estrutura, cada segmento p parale- 
lo è unido a s ca vizinho por um M-gmento «-helicoidal Todas 
as conexões são orientadas para a direi lã, O barril u/p é encon- 
trado em muitas enzimas, com freqüérHta apresentando um si- 
tio de ligação para um co- fator ou substrato na forma de um 
bolsát? próximo a uma das extremidades do barril. Observe que 
os domínios que exibem padrões de enovelamento semelhantes 
são ditos lerem um mesmo motivo mesmo quando suas ct- héli- 
ces e folhas p constituintes possam diferir no comprimento. 

Os motivos das proteínas formam a base 
para a classificação estrutural das proteínas 

Como vimos, a complexidade das estruturas terciárias diminui 
quando levamos em conta as súbestm luras. Levando essa idéia 
adiante, pesquisadores organizaram bancos de dados estrutu- 
rais de acordo com os níveis hierárquicos de estruturas. A Clas- 


sificação Estrutural dc Proteínas (“Structural Classifica tits n of 
Proteins", SCO?) oferece um bom exemplo dessa tendência 
muito importante em bioquímica. Mo nivd mais alto de classi- 
ficação, o banco de dados 5COP toma emprestado um esquema 
de uso comum, pelo qual as proteínas são divididas cm qualro 
classes: toda a t toda p, o/p (na qual os segmentos a c p são 
intercalados ou alternados] eu + p (na qual as regiões a e p 
estio um tanto segregadas) (Fig. 6-2 2, pags. 146-147). 

Fm cada ciasse existem de dezenas a centenas dc diferentes 
possibilidades de enovelamento, formadas por subest ruturas 
cada vez mais identificáveis Algumas dessas subesiruturas são 
muito comuns, outras foram encontradas em apenas uma pro- 
teína. A Figura 6-22 apresenta dtversus motivos escolhidos cn 
ire as quatro classes de est rut uras protéicas. Eles somam apenas 
uma pequena amostra, entre AS centenas de motivos conheci- 
dos. O número de padrões de enovelamento não é. no entanto, 
infinito. À medida que novas estruturas protéicas foram sendo 
identificadas, a tração dessas estruturas que continham um novo 
motivo foi continuamente diminuindo. Menos de LüíH) dife- 
rentes enovelamentos ou motivos devem existir em todos o* pro- 
teínas. A Figura 6-22 também mostra como proteínas reais po- 
dem se organizar com base na presença dos motivos anteriormente 
discutidos. Os dois níveis superiores, classe e enovelamento, são 
puramente estruturais. Abaixo desses níveis, a classificação ba- 
scia-se em relações evolutivas. 
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Figura 6-21 - Construindo grandes motivos a partir de outros menores. O barril u/p é um motivo comum construído a partir de 
repetições de um motivo mais simples, o laço Jl-a-p. Esse barnl a/p ê um domínio da enzima piruvato quinase de coelho. 


Laço p-tt-p 


As proteínas com similaridade de sequências primárias sig- 
nificativas e/ou com estruturas e funções que se pode demons- 
trar serem semelhantes pertencem a uma mesma família, Uma 
fone rd ação evolutiva geralmente é evidente em uma família 
protéita. Por exemplo, a família da globina possui muitas proteí- 
nas diferentes com similaridade estrutural e de seqüência com a 
mioglobina (conforme visto nas proteínas usadas como exem- 
plo no Adendo 6-3 e no capítulo seguinte). 

Duas ou mais famílias com pequena similaridade de seqilên- 
ria podem apresentar o mesmo motivo estrutural principal e 
similaridades funcionais; essas famílias são agrupadas como su- 
per famílias. Uma relaçáo evolutiva entre as famílias em uma 
superfamilia é considerada provável, ainda que o tempo e as dis- 
tinções funcionais, e portanto as diferentes pressões adaptati- 
vas, possam ter apagado relações de sequência mais evidentes. 

Os motivos estruturais tornam-se especialmente importan- 
tes na definição de famílias e super famílias protéicas. A melho- 
ria nos sistemas de classificação e comparação de proteínas leva 
inevitável m entea elucidação de novas relações estrutura is. Con- 
siderando -se o papel central das proteínas nos sistemas vivos, 
essas comparações estruturais podem ajudar a esclarecer diver- 
sos aspectos da bioquímica, desde a evolução de proteínas indi- 
viduais até a história evolutiva de vias metabólicas inteiras. 

Estruturas quaternárias de proteínas variam 
desde simples dímeros até grandes complexos 

Muitas proteínas apresentam diversas subun idades polipeptídi- 
tas, A associação de cadeias polipeptfdicas pode servira diversas 
funções, Muitas proteínas multissub unitárias apresentam fun- 
ções regula tó rias; a ligação de pequenas moléculas pode afetar a 
interação entre as subunidades, provocando grandes alterações 
na atividade da proteína em resposta a pequenas mudanças na 
concentração de substrato ou de moléculas regulatórias (Capí- 
tulo S), Bm outros casos, subunidades separadas podem ter fun- 
ções distintas mas relacionadas entre si, tais como a catálise e a 
regulação. Algumas associações, como as proteínas fibrosas vis- 
tas anteriormente neste capítulo e a capa proteica de vírus, atuam 
primariamente em limções estruturais. Alguns complexos pro- 
téieos muito grandes sào sítios de reações complexas, que apre- 
sentam várias etapas. Um exemplo é 0 ribossomo, o sítio da sín- 
tese proteica, que incorpora dúzias de subunidades protéicas 
juntamente com diversas moléculas estruturais de RN A, 

Uma proteína multissubunítária é também denominada 
multímerq. Proteínas multimérícas podem ter de duas a cente- 


nas de subunidades. Um rnultímero com apenas algumas subu- 
nidades é freqüenlemente denominado oUgómern. Se um mui - 
íímero for composto por diversas subunidades não- idênticas, a 
estrutura da proteína pode ser assimétrica e um tanto complica- 
da, Entretanto, a maioria dos multlmeros apresenta subunida- 
des idênticas ou grupos repetitivos de subunidades não -idênti- 
cas, geralmente em arranjos simétricos. A unidade estrutural 
repetitiva de uma proteína mui Limérica* seja uma única subun i- 
dade ou um grupo de subunidades, é denominada protómero. 

A primeira proteína oligomérica que teve a estrutura tridi- 
mensional determinada foi a hemoglobina (M r 64,500} que con- 
tém quatro polipeptídeos e quatro grupos prostéticos heme, nos 
quais os átomos de ferro estão no estado ferroso (Fe 2 "') (Fig. 6- 
17). A porção protéica, denominada globina* consiste de duas 
cadeias a (141 resíduos cada) e duas cadeias P (146 resíduos 
cada}. Observe que, nesse caso, ot e p não se referem a estruturas 
secundárias- Devido ã hemoglobina ser quatro vezes maior do 
que a mioglobina, um esforço muito maior foi necessário para 
resolver sua estrutura tridimensional por análise de raios X, fei- 
to obtido por Max Perutz, ]ohn Kendrew e seus colaboradores 
em 1959. As subunidades da hemoglobina estão dispostas em 
pares simétricos (Fig. 6-23, p. 148), cada par apresentando uma 
sub unidade a e uma sub unidade J3. Dessa forma, a hemoglobi- 
na pode ser descrita tanto como um tetrâmero quanto como 
um d f mero de protõmeros afi. 



Max Perutz (á esquerda) 

John Kendrew, 1917-1997 direita) 
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Prnleína fluorencenU: verde 
Proteína fluorescente verde 
Proteína fluorescente verde 
Proteína fluorescente verde 
Água-viva ( Aeqvorea vírforia ) 
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I Enzima conj ugadora de ubiq uitina 
| Fnznma cnnjugadora de yhiquitina 
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Família 
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Figura 6-22 - Organização das proteínas baseadas em motivos. Aqui é mostrado apenas um pequeno número de centenas de motivos estáveis 
conhecidos. Estes motivos sáo divididos em quatro classes: toda a r toda p, a/p eatp. Sáo também mostrados os dados de classificação estrutural 
obtidos do banco de dados SCDP, facilmente acessível pela Web. 0 identificador PDB è um número único para cada estrutura protéica armazenada no 
Protein Gata Bank. 0 barril a/p, mostrado na Figura 6-21, é outro motivo a/fl particulatmente comum, 
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Figura 6-2J - A rrt rutura quaternária da desoitwmoglobina Anàlie por rfifração de rate* X da rípscuíifTrp^oknã íhernogksbna sem 
moleniav de awgémci «gads aos gruoos herneí mostra como as quatro fubuntáries poi<jep-:idkas «tão empacotadas «a» Representação 
prr fita 'b't M odeio «paçocheio As SLixirvdades u aparecem em tinia e azul-daro. as subuniúadcs 0 em tce-de-fosa e azul-escuro Observe 
que os grupos heme (em vermetio) estão retatwamente afastados uns dos outros. 


As iubun idades idênticas de proteínas moltirnéricas são ge- 
rolmente dispostas em uni ou em um limitado conjunto dc pa- 
drões simétricos. Uma descrição da estrutura dessas proteínas 
requer uma compreensão das convenções usadas para definir 
simetrias. Os oligômems podem apresentar tanto simetria n> 
tacional como simetria helicoidal, ou seja, as subunidades pn- 
dem ser sobrepostas a outras (até coincidirem) por rotaçAo em 
torno de um ou mais eixos rotacionais ou por uma rotaç*o he- 
licoidal» Km proteínas com simetria rotacional. as sub unidades 
empacotam-se em tomo do eixo rotaciona] para formar estru- 
turas fechadas. As proteínas com simetria helicoidal tendem a 
formar estruturas que h 1 apresentam mais abertas nas extremi- 
dades, com subunidades formando um arranjo espi ralado. 


Há diversas formas de simeinj rotacional. A mais simples é 
a simetria ddjca,que envolvem rotações em lomo de um úni- 
co eixo (Fig, 6-24a), Se as subun idades podem ser sobrepostas 
pela rotação em torno de um único eixo, a proteína apresenta 
uma simetria definida pela convenção C* (C de cíclica, n sendo 
o número de subun idades relacionadas pelo eixo). O eixo por si 
só é descrito como sendo um eixo rotadonal de ordem n. Os 
protúmeros ctp da hemoglobina (Fig, 6-23) estão relacionados 
por uma simetria C : . Uma simetria rotacional mais complicada 
é a simetria rfiedríca, na qual um eixo rotacional duplo intera- 
ge com um eixo de ordem n em Angu bs retos. A simetria é defi- 
nida como D„ (Kig, é’24b). Uma proteína com simetria diádri- 
ca possui 2 n protòmeras. 



DudIj 


Trípu 


Pois tipos de simetria cídica 


Figura 6-24 - Simetria rotacional em proteínas (a) Na simeluà 
delica, as sub unidades são relacionadas por rotação em tomo de um 
único eixo de ordem n t onde n ê a número de subumdades relacio^ 
nadas dessa maneira. Os eixos são mostrados em linhas pretas, os 
números são valores de n. Apenas dois dos muitos arranjos 0,. possí- 
veis são mostrados, (b) Na simetria diédrica, todas as subumdades 
podem ser relacionadas por rotação em torno de um ou dos dois 
eixos, um dos quais e duplo. A simetria è a mais comum (c) Sime- 
tria icosaédrica. O relacionamento das 20 faces triangulares de um 
icoseedro requer rotação em tomo de um ou mais dos três eixos 
rolacionais: duplo, tripJo e quíntuplo. Uma visáo wbre ume dá* ex- 
tremidades de cada eixo e mostrada â direita 
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Dois tipos dc simetria diêdrica 
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Simetria icosaédrica 
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As pmldnas com simetria cíclica ou diédrita são particu- 
larmcnle comuns. Simetrias rotarionais mais complexas são 
possíveis, mas apenas algumas são regularmente encontradas. 
Um exemplo é a simetria kosaédrica. Um ko&acdro e um polie- 
dfo regular de 1 2 aresUs possuindo 2t) feecs triangulares equilá- 
teras < Rg. 6-24c). Cada face pode se tomar coincidente com ou- 
tra por rotação em tomo de um ou mais dos tris eixos rotadm 
nais. kv»j c uma estrutura comum em envoltórios virias ou 
Cápsidios, O poliovírus humano apresenta um capsidio kosaé- 
drico ( Hg. 6-25a). Cada face triangular ê formada por três pro- 
tõ meras, cada um contendo cópias únicas de quatro cadeias po- 
lipeptidiais diferentes, três das quais acessíveis a partir da su- 
perfície externa. Sessenta protó meros formam as 20 faces do 
icosacdro que recobre o material genético (RN A), 

O outro tipo principal dc simetria encontrado nos oligó- 
meros, a simetria helicoidal, lambem ocorre nos capsídios. O 
vírus do mosaico do tabaco é um fi Sarnento helicoidal orientado 
para a direila e formado por 2.1 30 subo n idades idênticas (Fig, 
6-25bl. Essa estrutura cilíndrica envolve o RMA víraL As proteí- 
nas com subun idades arranjadas em filamentos helicoidais tam- 
bém podem formar longas est ruturas fibrosas, como os filamen- 
tos de adiria do músculo (veja Fig. 7-30). 

Há limites para o tamanho das proteínas 

0 tamanho relativamcnte grande das proteína* rc Flete as suas fun- 
ções, A função dc uma enzima» por exemplo, requer uma estrutu- 
ra cslével que contém um bollio largo o suficiente para que ocor- 
ra a ligação de seu substrato e, cooseqüentcmcme, a catálise da 
reação na qual está envolvida. O tamanho das proteínas apresen- 
ta. entretanto, limites impostos por dois fatores: a capacidade de 
codificação genética dos ácidos nucléicos e a exatidão do prócer 
«o dc biossíntese proteica. O Uso de diversas cópias de uma ou de 
algumav proteínas para gerar uma estrutura envolvente de gran- 
de tiirunhn (capsidio) é importante para m vtrus parque essa 
estratégia conserva o material genético, Lembre- se de que há uma 


correspondência linear entre a seqüência de um gene em um ári- 
do nuc léko e a sequência de aminoácidos de uma proleina para a 
qual codifica fveja Adendo 5-2), Os áridos nucléicos dos viros 
são muito pequenos para codificar a informação necessária para 
se ter um revestimento proteico frito de um únko poiipeptideo. 
Utilizando diversas copias de polipeptidros bem menores, um 
ácido nudêico bem menor fiz-se necessáno para codificar as su- 
btinidades do capsidio e esse ácido nucléico pode scr usado efirien- 
temente por varias veies. As células também utilizam grandes 
complexos de potipeplideos em músculos, cílios, citoesqueieto e 
outras estruturas. Simplesmente é mais eficiente fazer várias có- 
pias de um polipeptídeo pequeno do que uma cópia de uma pro- 
teína muito grande. De fato, a maioria das proteínas com peso 
molecular acima de 100,000 possui múltiplas suhun idades, idên- 
ticos ou não. O segundo fator limitante para o tamanho das pro- 
teínas é a frequência de erros durante a biossinlese dc proteínas. 
A frequência dc enu* é batXá (cera de 1 erro para cada IOjOOO 
resíduos de aminoácidos ádktonadosl, nus mesmo essa baixa 
frequência resulta em uma alta probabilidade de se Ter uma pro- 
teína danificada, se «ta for muito grande. Posto de forma mais 
simples, o potencial para a incorporação de um ammoécido *er- 
rado~cm uma proteína e maior para uma grande proteína do que 
para uma pequena prol ema 

Desnaturação Protéka e Enovelamento 

'Iodas as proteínas iniciam sua existência no riboswmo como 
uma seqüênria li n ear de resíduos de aminoácidos (Capítulo 27 ). 
Esse polipeptídeo deve enovelar- se duranie e em seguida à sín- 
tese, a fim de atingir a sua conformação nativa. Vímos que uma 
conformação nativa é apenas ligeiramente estável. Alterações 
modestas no meio em que se localiza a proteína podem levar a 
alterações estruturais que afetam a sua função. Exploraremos a 
seguir a transição que ocorre entre os estados enovelado e dese- 
nc velado. 



Figura 6-25 - Ca pódio* virais .aí Poiiovirui. A proles do envoltório dos poiiovírus assemelha-se a um jcosaedro de 300Â de diâmetro a smetna 
icou&dnca è um trio de *>roeúia nrtaoonal (veia Rg 6-2 4 c v A esquerda está uma nugem de contorno de superfide do capUdio do pQSriwrus Na 
"magerr I diiena, as tnhas foram sotvepostas para mostrar os ewns de sirr^etna <bt Vírus do mosaco dq tabaco tsse vrrus «o forma de bastão (como 
noMuda na merografo Hetróricéi apresenta ura comprmento òe 3-0ÕQÀ e um tMmetro de 10OA Pouu» ^rnetria netcodai 
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A perda da estrutura protéka 
resulta na perda de função 

As estruturas protéic» adquiriram a sua função tm um meio 
celular específico. Diferentes condições daquelas presentes no 
mterior das células podem resultar em maiores ou menores al- 
terações na estrutura das proteínas, Uma perda da estrutura tn- 
dimeniional suficiente para causar perda de função é denomi- 
nada desnaturação. O estado desnaturado não necessariamente 
corresponde a um desenovelamenlo completo da proteína e a 
uma randomizaçlo da conformação. Sob a maioria das condi- 
ções» as proteínas desnaturadas existem em um conjunto de es- 
tados parcial mente enovelados pouco conhecidos. 

A maioria das proteínas pode ser desnaturada pdo calor, que 
afeta as interações fracas em uma proteína ( principal mente as 
ligações de hidrogénio) de forma complexa. Se a temperatura se 
deva lentamente, uma conformação protéica geralmente perma- 
nece intacta até que ha ia uma perda abrupta de estrutura f e fun- 
ção • em uma faixa estreita de tem pera I uras íFíg, 6-26), Essa al- 
teração repentina sugere que o deseno vela mento é ym processo 
cooperativo: a perda de estrutura em uma parte da prolrlna de- 
sesta biliza outras partes. Os efeitos do calor sobre as proteínas 
não são ainda facilmente predizívds. As proteínas termoeitiveU 
dai bactérias termo fllícas evoluíram no sentido de serem funcio- 
nais nas temperaturas de fontes gentermais (-IQC^C). No en- 
tanto» as estruturas dessas proteínas frequentemente diferem 
muito pouco das esl ruturas de proteínas homólogas derivadas 
de bactérias como a Eícheridiiíi oaií. Dc que modo essas peque- 
nas diferenças promovem estabilidade estrutural em altas tem- 
peraturas é algo ainda nio compreendido. 

As proteínas podem sei desnaturadas nio apenas pdk* calor, 
mas por extremos de pH, por certos solventes orgânicos misdvçís 
com a água» como o álcool ou a acetona» por certos solutos como 
uréia e cloridrato de guanidínin ou por detergentes. Cada um des- 
ses agentes desnaturardes representa um tratamento rela li va mente 
brando no sentido de que nenhuma ligação covalente na cadeia 
polipeptidka é rompida. Os solventes orgânicos» a uréia e os de 
teigentes atuam priiHÍpalmeníe promovendo o rompimento de 
interações hidrofõbka* que estabilizam as proteínas globulares; 
os extremos de pH alteram a carga liquida da proteína, provocan- 
do repulsão eletrostática e rompimento de algumas ligações de 
hidrogénio- Os estados desnaturados obtidos por esses diversos 
tratamentos não são necessariamente equi valentes. 

A sequência de aminoácidos 
determina a estrutura terciária 

A estrutura terciária de uma proteína globular é determinada 
pda sua sequência de aminoácidos, A prava mais importante 
disso vem de experimente» que mostram que a desnaturação de 
algumas proteínas é leversivd. Cenas proteínas globulares des- 
naturadas por calor» extremos dc pH ou reagentes desnaiuran- 
tes mamarão a sua estrutura nativa e a sua atividade biológica 
se forem repostas nas condições em que a conformação nativa 
seja estivei Esse processo é denominado renaturaçâo 

Um exemplo clássico i a desnaturação e a renal uraçãn da 
ribonudease, A ribonudease purificada pode ser complet amen- 
te desnaturada por exposição a uma solução concentrada de uréia 
em presença de um agente redutor. O agente redutor rompe as 
quatro ligações dissulfeto, produzindo oito resíduos de Cys, e a 
uréia rompe as interações hidrofóbicas estabilizantes, liberando 
assim todo o poíipeptídeo de sua conformação enovelada. A des- 
naturação da ríbofiuclease é acompanhada por uma perda com- 
pleta na atividade catalítica. Quando a uréia e o agente redutor 
são removidos, a ribonudease desnaturado, tia forma de uma 



Figura €-26 - Desnaturação protéica Os resultados são mostrados 
para proteínas desnaturadas por duas aNçraçóes ambiente» dftrvrm 
Em cada caso. a transição do estado enovelado para o desenovelado e 
um tanto abrupto» sugeri reto cooperstwdade no processo de dneroue- 
lamçntQ ta) A desnaturação térmea da aponuogtabma de cavalo <m*> 
globnã sem o grupo pfostéMü heme) e da rtionuõease A (com suas 
ligações dviieto intactas, ve*â Fq. 6-27) O ponto mèeN> da f**a de 
lemperatixas em que ocorre a demauiragão é denominado temperai ura 
de liftão rmritàng" K ou T*. A desnaturação da apomiogJobina í(* mom- 
1 orada por dicroismo circular, uma técnica que mede a quantidade de 
Estrutura helicoidal em uma molécula. A desnaturação da ribonudease A 
foi determinada pelo monitoramento das alterações na fluorescência in- 
trínseca da proteína, que é afetada por alterações no ambiente dos resí- 
duos de Trp. íb) Desnaturação da ribanuclease A intacta pelo doridrato 
de guanidlnio (GdnHCI), monitorado por dicrofsmo circular 


cadeia de conformação aleatória, espontaneamente retorna a sua 
estrutura terciária correta, com a restauração completa de sua 
atividade catalítica iFtg. 6-27). O reenovda mento da rihotiu- 
clcasc é tio preciso que as quatro ligações dissuHttO inlmadeia 
sâo reformadas nas mesmas posições que ocupavam na molé- 
cula nativa de ribonudease. Cálculos matemáticos demonstram 
que os oito resíduos de Cys poderiam se recombinar ao acaso 
para formar Ligações dissulfeto de 105 modos diferentes. De fato. 
uma distribuição esséneiaimente aleatória das ligações dissulfe- 
to era obtida quando se deixavam reformar em presença dc um 
desnsturante. indicando que as interações fracos são necessárias 
para 0 posicionamento correto das ligações dissulfeto e o esta- 
belecimento da conformação nativa. 
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Estado nativo; 
eat&líiícamentt ativo. 


Estado d«enovdado; 
Inativo. Ligayõci; disiulfcrto 
reduzidas para produzir 
resíduos de Cys. 


Estado nativo; 
cataliticantcntc ativo. 
Ligações disidfetõ 
reformadas cõmctamente. 


Figura 6-27 - Renatu ração da ribonudease desenovelada e desna- 
turada. A uréia é usada para desnaturar a ribonuclease, e o mercaptce- 
tanol (HQCHjCHzSH), para reduzjr a assim romper as ligações dissulíeto, 
gerando oito resíduos de Cys. A renaturaçâo envolve o restabelecimento 
ms hgações dissulfeto corretas. 


Esse experimento clássico, executado por Christian Anfin- 
$en na década de 195Ü. forneceu a primeira evidência de que a 
seqiiência de aminoáddos de uma cadeia polipeptídica contém 
toda a informação necessária para o enovelamento da cadeia em 
sua estrutura tridimensional nativa. Posteriormente, resultados 
semelhantes foram obtidos utilizando-se ribonuclease cataliti- 
camente ativa sintetizada quimicamente, Isso eliminou a possi- 
bilidade de que algum contam ínante minoritário na preparação 
de ribonuclease purificada de Anfinsen pudesse ter contribuído 
para a renaturação da enzima, dissipando quaisquer dúvidas re- 
manescentes de que essa enzima se enovela espontaneamente. 

Os poNpeptídeos se enovelam rapidamente 
por um processo em etapas 

Nas células vivas, as proteínas são construídas a partir de amino- 
áddos, em velocidades bastante altas. Por exemplo, as células de 
K coli podem fazer uma molécula proteica biologicamente ativa, 
contendo 100 resíduos de aminoácidos em cerca de 5s a 3 7 Ü C. 
Como essa cadeia polipeptídica atinge a sua conformação nati- 
va? Consideremos, de forma conservadora, que cada um dos re- 
síduos de aminoácidos possa assumir até 10 diferentes confor- 
mações em média, o que daria 10 1<iri conformações diferentes para 


o polipeptídeo. Consideremos, também, que a proteína se eno- 
vela espontaneamente por um processo aleatório no qual são ten- 
tadas todas as conformações possíveis em torno de cada ligação 
simples de sua cadeia polipeptídica, até que seja encontrada a sua 
forma nativa, biologicamente ativa. Se cada conformação fosse 
testada no tempo mais curto possível (~10" l3 s, ou o tempo ne- 
cessário para uma única vibração molecular), levaria IO 77 anos 
para que todas as possíveis conformações pudessem ser testadas. 
Dessa forma, o enovelamento pnotéico não pode ser um proces- 
so completamente aleatório, de ensaio e erro. Deve haver atalhos. 
Esse problema fbí inicialmente levantado par C^rus Levinthal 
em 1 96B e às vezes é denominado de paradoxo de Levinthal. 

A via de enovelamento de um grande polipeptídeo é inques- 
tionavelmente complicada e nem todos os princípios que orien- 
tam o processo foram esclarecidos. Entretanto, longos estudos 
levaram ao desenvolvimento de diversos modelos plausíveis. Em 
um deles, o processo de enovelamento é visto de forma hierár- 
quica. As estruturas secundárias locais formam-se ínidalmente. 
Certas sequências de aminoácidos enovdam-se rapidamente em 
a- hélices ou folhas p, guiadas pelos parâmetros que vimos em 
nossa discussão sobre a estrutura secundária. Seguem-se as inte- 
rações envolvendo maiores distâncias entre, digamos, duas a- 
héliees que interagem para formar uma estrutura supersecundá- 
ria estável. O processo continua até a formação de domínios com- 
pletos e o compíeto enovelamento do polipeptídeo (Fig. 6-28). 
Em um modelo alternativo, o enovelamento inicia-se pelo colap- 
so espontâneo do polipeptídeo em um estado compacto, media- 
do por interações hidrofóbicas entre resíduos apoiares, O estado 
resultante desse "colapso hidrofobico” pode ter um conteúdo ele- 
vado de estrutura secundária, mas muitas cadeias laterais de 
aminoácidos nao estarão totalmente fixas. Esse estado é frequen- 
temente chamado de glóbulo fundido C É molten globule*). 

A maioria das proteínas provavelmente se enovela por um 
processo que incorpora características dos dois modelos. Em vez 
de seguir uma única via, uma população de moléculas peptkli- 
cas pode seguir diversos caminhos até um mesmo destino final, 
com a redução progressiva das espécies parcialmente enoveladas 
à medida que o processo de enovelamento se aproxima da con- 
formação final. 

Termodinamicamente, o processo de enovelamento pode ser 
visto como uma espécie de funil de energia livre [Fig. 6-29). Os 
estados não-enovelados são caracterizados por um alto grau de en- 
tropia conformacionai e uma energia livre relativamente elevada. À 
medida que o enovelamento ocorre, o estreitamento do funil repre- 
senta uma redução do número de espécies conformacionaís pre- 
sentes. Pequenas depressões ao longo das laterais do funil de ener- 
gia livre representam intermediários semi -está ve is que podem alen- 
teeer brevemente o processo de enovelamento. No fundo do fiinil, 
um conjunto de intermediários de enovelamento reduz-se a uma 
única conformação nativa (ou a um pequeno conjunto delas). 

Defeitos no enovelamento protéico podem ser as bases mo- 
leculares de uma ampla gama de desordens genéticas humanas. 
Por exemplo, a fibrose cística ê provocada por defeitos em uma 
proteína de membrana, denominada regulador da condutivida- 
de transmembrãitica da fibrose cística (CFTR), que atua como 
um canal para íons cloreto. A mutação mais comum que causa a 
fibrose cística é a deleçâo de um resíduo de Phe na posição 50S 
da CFTR, o que causa um enovelamento incorreto (veja Adendo 
12-3), Muitas das mutações relacionadas com as doenças no co- 
lágeno (pág. 134} também provocam enovelamentos defeituo- 
sos, Uma maior compreensão do processo de enovelamento pro- 
téico pode levar a novas terapias para essas e muitas outras do- 
enças (Adendo 6-4), 
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Figura 6-21 - Uma wa de enovelamento simulada A wa de enov el am ento de um subduntofi de 36 fewJuO* pertencente a proteína mina I» 
s* mijada por computação O processo irvc^â-se com o peptideo em contormaçAo aleatória e 1.000 mofccciss d« Agua que o rateam em uma "casa 
d Agua ' vrluil Os ranirnentc» moleculares do poptideo e os efeitos das molíCi«Ms de àgua foram levados em conuteaçâo n o mapeamento das *as 
ma s prgvAvets Que nevam a formação do produto fina: enfie as tnconlAveis alternativas Q erwefamento simulado io* decotado em um período de 
tempo lednco de 1 ps; no entanip. o çaçJo nçtesiaiou de meo bilhão de etapas de megraçAo ralando em deus supercomputadores Cray duante 
dos meses 'Coomenadas fornecidas por cortesia de vong Duan ? Retet A Kollman, Universidade da Califórnia em Sâo Francisco J 


Inicio dr formação da hiHicr r do LuUpvo 


figura 6-29 - A termodinâmica do enovelamento pro- 
tékd ilustrada como um funil de energia livre -\o alto. 

o numero de eonformaçOes e, portanio, a entropia confor 
maoonal sâo elevados. Apenas uma pequena parte das 
■nteraçdes -ntramoteculares que mslirio na conformação 
nativa etfA presente A medida que 0 enoteamemo pro- 
gnde, a ma terratenAmica em detçAo ao fundo do funJ 
réduT O numera de estados presente* (neduz a entropia), 
aumentando a quantidade de pratelna na conformação 
natwa e reduzindo a enerva Iwne As depressões nos dors 
lados do funil representam intermediários de enovetenserv- 
lo sera-eslAvea. que poderá, em alguns casca , retardar o 
processo de enovelamento 
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Adendo 6-4 A morte por enovelamento incorreto: a doença do prion 


I 


Uma proteína incnrirtamcTUc enovelada parece ser o 
agente causador de diversos tipo» dc raras doenças ce- 
rebrais degenerativa em mamífero». laJvez a mais co- 
nhecida delas seia a doença da vaca louca, cujo surgi- 
mento repentino ganhou as manchetes internacionais 
no outono de 19%. Doença* 4 eta reWi^rudas meiuern 
o kuriieadoefsçadetlreutaíddt-Eacíjh em humanose 
o “scrapie" (arranhadura) em ovinos. Essas doenças 
iàü geralmente denominada* de cntrfakipatias espon- 
gjfbnnes, uma ve* que neias o cérebro freqüentemav 
te a presen ta diversas perfur açiVs í í ig 1 1. Os sintomas 
típicos incluem a demência e a perda de coordenação. 
Essa» doença» são fauú. 

Na década de 196Ú. invest igadoces verificaram que 
preparações dos agentes causadores dessas doenças 
pareciam não ter ácidos nudéicos, Por essa época, 
TÜcvah Alper sugeriu que o agente poderia ser uma 
proteína. Inicial mente, a idéia parecia herética. To- 
dos os agente» causadores de doenças conhecidas 
até então — vírus* bactérias, fimgOfl e outros — con- 
tinham ácidos nudéicos* e sua virulência relariona- 
va-se com a reprodução e a propagação genéticas. 
Entretanto, três décadas de ínveatlgflçflet, feitas p ri n- 
cipalmente por Stanley Prusíner, forneceram evidên- 
cias de que as encefalopatias vspongi formes eram 
diferentes. 

O agente infeccioso foi determinado como sen- 
do uma única proteína ( M r 2íü)0í)), a que Prusiner 
denominou proteína prion (PrP). A proteína prion 
É um constituinte nonrud do tecido cerebral em to- 
dos os mamíferos. Sua função não é conhecida. Ce- 
pas de camundongos que não apresentam o gene 
para PrP íe T portanto, a própria proteína) não apa- 
rentam sofrer de nenhuma doença A doença ocor- 
re apenas quando a PrP celular normal, ou PrP 1 , 
aparece em uma conformação alterada, denomina- 
da PrP" (Sc provém de "strapíc*}. A interação da 
PrP* com a FrF converte esu úhima em ini- 
ciando um efeito dominó pelo qual quantidade» 
crescentes da proteína celular do convertidas na for- 
ma causadora da doença. O mecanismo pelo qual a 
presença dt PrP^ leva ã encefikpitia opongiforme 
não é conheddo. 



Figura 1 - Uma secção corada de córtex cerebral de um 
paciente com a doença de C reutzf eldt-Jacob mostra a 
degeneração «pongifàrfne (vacuolar), a principal carac- 
terística neuroisíológita Os vacúoks (manchas brancas) 
são iníTácelulares e ocorrem principal monte nos proces- 
sos pré e põs-smáptuo» doi neurônios. Os vacúotos nes- 
ta secção variam úe 20 a lOOpm de diâmetro. 


Lm formas herdada* da* doenças do prkm, unu 
mutação no gene que todiíka PrP produz uma al- 
teração em um resíduo de aminuárido que se cré 
ser o responsável mais provável peta conversão de 
PrP 1 em PrP 111 . Um entendimento completo das 
doenças do prion aguarda novas informações refe- 
rentes a maneira dc Como i proteína prion afeta *5 
funções cerebrais, bem como uma informação es- 
trutural mais detalhada sobre a duas formos de PrP, 


Algumas proteínas são submetidas 
a enovelamento assistido 

Nem todas aa proteínas se enovelam espontaneamente ü medida 
que são sintetizadas pela célula, O enovelamento de muitas delas 
é facilitado péla ação de proteínas especializadas. As assistentes 
moleculares (“molecular chaperones”) são proteínas que inte- 
ragem com polipí ptídeos parcialmente enovelados ou inadequa- 
damente enovelados, facilitando as vias corretas de enovelamento 
ou fornecendo mkroambí entes nos quais o enovelamento pos- 
sa ocorrer. Duas classes de proteínas assistentes têm sido bas- 
tante estudadas. Ambas são encontradas em organismos vari- 
ando desde bactérias até seres humanos. A primeira classe, uma 
família de proteínas denominada Hsp70, geral mente apresenta 


peso molecular em torno de 70,000 e é mais abundante em célu- 
las estressadas por temperaturas elevadas (dai o nome proteínas 
de choque térmico, “heat shock proteins'* de peso molecular 
70-000, Hsp70), Às proteínas Hsp7ü ligam -se a regiões de poli- 
peptideos dese nove lados, que são ricas cm resíduos hidrofóbi- 
cos, prevenindo agregações não adequadas. Dessa forma, essas 
assistentes '"protegem” as proteínas que foram desnaturadas pelo 
calor e os peptídeos que estão sendo sintetizados fe ainda estão 
desenovebdos). As proteínas Hsp7ü também impedem o eno- 
velamento de certas proteínas que devem permanecer desenove- 
3 adas até serem translocadas através de membranas (descritas 
no Capítulo 27 C Algumas assistentes também facilitam a mon- 
tagem da estrutura quaternária de proteínas oligoméricas. As 
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proteínas Hsp70 ligam -se e liberam poiipcptídeoã em um ciclo 
que também envolví diversas outras proteínas ( incluindo uma 
ciasse chamada HsjHG) e a hidrólise de ATP A Figura 6-30 ilus- 
tra o enovelamento auxiliado peta proteínas assistentes DnaK e 
DnaJ de £1 coli* homólogas das proteínas eucaii óticas Hsp7Q e 
Hsp40. As proteínas DnaK e Pnaí foram inkialmente identifi- 
cadas como proteínas necessárias para a repHcaçõo tn vjfro de 
certas moléculas de DNA virais (dáí a designação “Dna"). 

A segunda classe de assistentes moleculares è denominada 
assislenies de enovelamento íVhapefOninsTT Estes são com- 
plexos protéicos elaborados necessários para o enovelamento de 
diversas proteínas celulares que não se enovelam espontanea- 
mente. Em E. coli, estima-se que 3 0% a 1 5% das proteínas celu- 
lares necessitam de um sistema de assistentes de enavdamenlo 
residente» denominado GroEL/GroES» para o enovelamento sob 
condições normais (até 30% das proteínas necessitam desse sis- 
tema quando as células estão estressadas pelo calor). Essas pro- 
teínas se tomaram micialmente conhecidas quando se verificou 
serem necessárias para o crescimento de certos vírus bactéria - 
nos (daí a designação ''Gro"). Proteínas descnoveladas ligam-se 
a bolsòes no complexo GroEL, m quais estão temporariamente 
fechados pela "tampa" GmES (Fig. 6-31 >. GroEL sofra alterações 


conformacionais substanciais acopladas à hidrólise de ATPe á 
ligação e liberação de GroES* que promove o enovelamento do 
polipeptideo ligado. Embora a estrutura do assistente dc enove- 
lamento GroEL/GroES seja conhecida» muitos detalhes dc seu 
mecanismo de ação permanecem sem resolução. 

Finalmente, as vias de enovelamento de diversas proteínas 
necessitam de duas enzimas que catalisam reações de isomeriza- 
(i<x A proteína dissulfeto Uomerase (PD1) é uma enzima am- 
pla mente distribuída que catalisa a troca ou o embaralhamento 
das ligações dissulfeto até que as ligações da conformação uáli- 
va sejam formadas. Entre as suas funções, PD1 catalisa a elimi- 
nação de intermediários de enovelamento com ligações dissul- 
feto não apropriadas. A enrima peptideo prolil cis-lrans iso me- 
ra se (PP1) catalisa a interconversfio das isõmeros cis e trans de 
ligações peptídicas da prolina (Fig. ó-8b) s o que pode ser uma 
etapa lenta no enovelamento de proteínas que contenham algu- 
mas ligações na conformação cis. 

G enovelamento piotéico é, provavelmente, um processo hem 
mais complexo no meio celular densa mente empacotado do que 
no tubo de ensaio. Outros classes de proteínas que facilitem o ei>n- 
vebmemo proteico podem ser descobertas com o prosseguimento 
da dissecação bioquímica do pmeesso de enovelamento protéico. 
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Resumo 


Cada proteína possui uma estrutura tridimensional 
caracierisi.ka que reflete a sua função. A mnjtura pro- 
teica é estabilizada por múltiplas interações fracas, 
As interações hidrofobicas fomevem a maior contri- 
buição para estabilizar a forma globular da maioria 
das proteínas solúvel as Ligações de hidrogénio e as 
interações fofocas são otimizadas na estrutura espe- 
cifica que é [crmodinamicanicnEc' mais estável 
A natureza das ligações covalentei na cadeia po- 
lipeptídica impõe restrições estruturais. A ligação 
peptídica exibe caráter de dupla ligação parcial que 
mantém todo o grupo peptfdíco em uma configu- 
ração planar rígida. M ligações N — Q, e C a — C po- 
dem girar tom ângulos de ligação § e 14 / respectiva- 
mente. A estrutura secundária pode scr definida 
completamente se os ângulos <|> c qr forem conheci- 
dos para todos os resíduos de aminoâridos em um 
determinado segmento polipeplldico, 

A estrutura terciária, estrutura tridimensional 
completa de uma cadeia poliprptJdita, pode ser 


compreendida pelo rume de subestnituras comuns 
e estáveis, denominadas estruturas superseoiodárias, 
motivos ou dobras. Os motivos podem ser simples 
ou muito complexos- Os milhares de estruturas 
proteicas conhecidas sáo geratmenie montadas a 
partir de um repertório de apenas algumas cente- 
nas de motivos, alguns dos quais são muito comuns. 
Regiões de uma cadeia poli peptídica que podem se 
enovelar de forma estável e independente são deno- 
minadas domínios, Pequenas proteínas geralmente 
possuem apenas um domínio, enquanto as maiores 
podem comer vários deles. 

Há duas classes gerais de proteínas: fibrosas e glo- 
bulares, As prolrituts fibrosas, qüe possuem funções 
principal mente eatruturtU, apresentam elementos re- 
petitivos simples de estrutura secundária e serviram 
de modelo para os primeiros estudos de estrutura 
proteica. Dois tipos principais de estrutura secundá- 
ria foram preditos por modelos baseados em infor- 
mações provenientes das proteínas fibrosas: a a-he- 
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liar e a confarmaçãn [í, Ambas iôo Caracterizadas pela 
existência de ligações de hidragénici otimizadas en- 
tre as ligações peptkikas na cadeia polipeptídíca. A 
estabilidade dessas estruturas em uma proteína é in- 
fluenciada pelo conteúdo de resíduos de aminuári- 
doí e pelo posicionamento relativo dos resíduos de 
amínoiculc^ na sequência, Outro tipo <Je estrutura 
Secundária comum era proteínas C 4 dobra (h 

Em proteínas fibrosas, como os queraimase o co- 
lágeoo, predomina um tinko tipo de estrutura se- 
Oiodiria As cadeias polipeplldicas sío Auperroo- 
veladas em cordas que se combinam em arranjos 
maiores para fornecer resistência. As folhas p da fi- 
broma da seda são empilhadas para formar uma es- 
trutura resistente mais ftadvel. 

As proteínas globulares apresentam estruturas 
terciárias mais complicadas, frcqúmtrmcnte con- 
tenda varias tipos de esl rutura secundária na mes- 
ma cadeia pofipcpUdka, A primeira estrutura de 
uma proteína globular a ser determinada usando- 
se métodos Jc di fração de raios X foi a da miogJu- 
hina. A estrutura confirmou que uma eslmtura se- 
cundária predita í u- hélice) oCofrc nas proteínas, que 
os residuus dc aminoãcidiis hidrofõbieos se locali- 
zam no interior da proteína e que as proteínas glo- 
bulares são compactas. Estudos lub*eqÜMtes so- 
bre a estrutura de muitas proteínas globulares con- 
firmaram essas conclusões demonstrando a grande 
variedade possível de estruturas terciárias. 

As estruturas complexas das proteínas globula- 
res podem ser analisadas examinando- se as subes- 
truturas, incluindo os motivos e os domínios. Em 
bancos de dados de estruturas protêkas, as estrutu- 
ras sáo geralmente organizada* çm quatro classes 
principais: toda a, tuda fl, a/JJ c u + [1. As proteínas 


específicas de cada classe são agrupadas em famílias 
e superfamitias, baseadas em correlações de sequên- 
cias. estruturas c funções. 

A estrutura quaternária refere-se à interação en- 
tre as suhunkUdc* de proteínas muhis&ub unitárias 
í mciiiirnéricavl ou de grandes complexos proteicos. 
Algumas proteínas mulliméncas apresentam uma 
unidade repeitiiva q«c consisie de uma única subir 
nidadr ou de um grupo de subuitidades denomina- 
das protómeros. Os protõmeros rdoctonam^e en- 
tre si geraJmentc por simetria roücáonal ou helicoi- 
dal. A proteína multimérica mais bem estudada é a 
hemoglobina, 

A estrutura tridimensional dos proteínas pode ser 
destruída por tratamentos que rompem as intera- 
ções fracas, um processo denominado desnatura- 
ção- A desnaturação destrói a função proteica, de- 
monstrando a existência de uma relação entre es- 
trutura e função. Algumas proteínas desnaturadas 
tpor exempla a ríboouckasej podem se renaturar 
espontaneamente para formar uma proteína biolo- 
gicamente ativa, mostrando que a estrutura terciá- 
ria de uma proteína é determinada pela sua seqüên- 
ria de aminoá ridos, 

O enovelamento de prolelnas nas células, prova- 
velmente. envolve diversa* vias. Inicial mente, regiões 
de estrutura secundária podem se formar, seguidas pela 
formação de estrutura* supêr^eundárias. Populações 
de intermediários de enovelamento sáo rapidamente 
levadas a uma única conformação nativa. Para diver- 
sas proteínas, o enovelamento é facilitado pelas assis- 
tentes moleculares Hsp7ü e pelas assistentes de eno- 
velamento. À formação de ligações dissulfeto e a iso- 
merização ds-t rans dos ligações peptídicas que contêm 
prolina soo catalisados por enzimas espcrificas. 
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I Problemas 


1. Propriedades da ligação peptídica. Por estudos com rai- 
os X dc peptídeos cristalinos, Linus Paultng e Robert Co- 
rcy concluíram que a ligãçâo C — N na ligação peptídica 
é de tamanho intermediário (0,132nm) entre uma liga- 
ção C — N simples típica {0,H9nm) e uma ligação dupla 
C=N (G,127nm), Eles também concluiram que a liga- 
ção peptídica é planar, ou seja, todos os átomos ligados 
ao grupo C — N estão localizados em um único plano e 
que os dois carbonos a ligados ao G — N são sempre trans 
(isto é, estão em lados opostos da ligaçào peptídica). 



(a) O que indica o comprimento da ligação C— N na 
ligação peptídica a respeito da sua força e da sua ordem 
de ligação, isto é, se ela é simples, dupla ou tripla? 

fb) O que nus diz. as observações de Pauling e Coney a 
respeito da facilidade de rotação ao redor da ligação pep- 
tídica C— Ní 

2. Relações estruturais e funcionais nas proteínas fibro- 
sas. William Astbury descobriu que o padrão de difração 
dos raios X da lã mostra uma unidade estrutural repeti- 
tiva espaçada de aproximadamente 0,54nm ao longo da 
direção da Fibra da lã, Quando ele submetia a la ao vapor 
d’ãgua e a esticava, o padrão dc difração mostrava uma 
nova unidade estrutural repetitiva com espaçamento de 
0,7(]nm. A Lã submciida ao vapur d 'água e deixada para 
encolher mostra um padrão dc difração dos raios X Con- 
sistente com espaçamento original de 0,54 nm. Embora 
essas observações sejam pistas importantes para a estru- 
tura molecular da lã, Astbury não conseguiu interpretá- 
las na época. 

(a) Dado o conhecimento atual sobre a estrutura da 
Lã, interprete as observações de Astbury. 

(b) Quando suéteres ou meias de lã são Lavados em 
água quente ou aquecidos em um secador, eles encolhem. 
A seda, por outro lado, não encolhe ao ser submetida às 
mesmas condições. Explique. 

3, Velocidade de síntese da a-queratina do cabelo. Em ter- 
mos humanos, o crescimento do cabelo é um processo 
lento, ocorrendo à velocidade de 15 a 20cm/ano. Todo 
ésse crescimento está concentrado na base do fio de ca- 
belo, em que os filamentos de a-queratína são sintetiza- 
dos no interior de células epidérmicas vivas e arranjados 


cm estruturas semelhantes a cordas (veja Fig, 6-U). O 
elemento estrutural básico da tt-queratina é a a-hélice, a 
qual tem 3,6 resíduos de aminoácidos por volta c avança 
0,54nm por volta (veja Fig. 6-4b). Supondo-se que ã bios- 
sintesc das cadeias tt-hclicoidais da queratinã 6 o fator 
Limitante da velocidade de crescimento do cabelo, calcu- 
le a velocidade com a qual as ligações peptídicas dessas 
cadeias precisam ser sintelizadas (ligações pepíídicas por 
segundo) para manter o crescimento anual do cabelo 
indicado anteriormente, 

4. O efeito do pH na conformação dc estruturas secun- 
dárias a -helicoidais, A ruptura da conformação em 
a- hélice de um polipeptídeo e seu conseqtiente deseno- 
velamento em uma conformação enrolada ao acaso é 
acompanhada por uma grande diminuição em uma pro- 
priedade chamada de poder rotatório especifico, uma 
medida da capacidade da solução de fazer girar a Luz pla- 
no- polarizada. O ácido poliglutâmko, um polipeptfdeo 
feito unicamente de resíduos de ácido L-glutámico, tem 
conformação em a-hélice em pH 3, Entretanto, quando 
o pH é elevado para 7, ocorre uma grande diminuição da 
rotação especifica da solução. Igualmente, a polilisina 
(apenas resíduos de L-lisina) é uma a -hélice em pH 10, 
mas quando o pH cai para 7, a rotação específica tam- 
bém diminui, como mostrado no gráfico. 



Qual é a explicação para o efeito das mudanças de pH 
sobre as conformações do ácido poügjutàmico e da poli- 
lisina? Por que a transição ocorre em intervalos dc pH 
tão estreitos? 

5. 0 conteúdo cm pontes dissulfcto determina as proprie- 
dades mecânicas de muitas proteínas. Algumas proteínas 
naturais são muito ricas em ponles dissulfctu e suas pro- 
priedades mecânicas (resistência i tensão, viscosida- 
de, dureza etc,} estão correlacionadas com o conteúdo 
dessas pontes. Por exemplo, a glutenína, uma proteína 
encontrada no trigo e rica cm cistína, é responsável pelas 
características elásticas c coesivas da a>U feita comJan- 


nha dc trigo. Dc igual maneira, a natureza resistente c 
dura da casca da tartaruga é devida ao alto conteúdo em 
cistina dc sua a-queratina. 

(a) Quaié a base molecular da correlação entre o con- 
teúdo em pontes dissulfeto c as propriedades mecânicas 
de uma proteína? 

(b) A maioria das proteínas globulares é desnaturada 
e perde a atividade quando aquecida por breves períodos 
a òõ^C. Entretanto, as proteínas globulares que contém 
muitas ligações dissulfeto devem ser, freqüentemente, 
aquecidas por mais tempo em temperaturas mais eleva- 
das para serem desnaturadas. Uma dessas proteínas é o 
inibidor pancneático bovino da trípsina (BPTI), que pos- 
sui 58 resíduos de aminoáddos em uma única cadeia e 
contém três ligações dissulfeto. Ao se resfriar uma solu- 
ção de BPTI desnaturada, a atividade da proteína é res- 
taurada. Qual é a base molecular para essa propriedade? 

6, Sequência dc &míitoáddiK c estrutura proteica. Nossa 
crescente compreensão de como as proteínas sc enove- 
lam permite aos pesquisadores fazer predições sobre a 
estrutura prutéica, baseadas nos dados de sequência de 
aminoácidos. 

[21 i 5 á 7 H 9 10 

I le- Al a-H iSn-Thr-Ty r-G ly-Pr n-Fhe-Gl u- Ala- 

13 [2 L3 L4 15- 16 17 16 19 20 

Ala-Met-Cys-Lys-Trp-G lu-Ala-Gl n-Pro- Asp- 

J1 22 21 2* 2S 2b 27 28 

Gly-Met-Glu-Cys-Ala-Phe^His-Arg- 

ía) Baseando-se na sequência de aminoácidos acima, 
onde você acha que podem ocorrer curvas ou dobras j3? 

(b) Onde podem ser formadas interligações dissulfeto? 

(c) Considerando que esta scqúência faça parte dc nma 
proteína globular maior, indique a localização provável 
(a superfície externa ou 0 interior dc uma proteína) dos 
seguintes resíduos dc aminoácidos: Asp, lie, Thr, Ala, Gin, 
LySr Explique o seu raciocínio. (Dica: veja o índice dc hi- 
dropatia na Tabela 5-1.) 

7. A bacteríorrodopsina é uma proteína púrpura dc mem- 
brana. Sob condições apropriadas, a bactéria apreciado- 
ra de sal Halobacterium habbium sintetiza uma proteína 
de membrana {M r 26.ÜÜÜ) conhecida como bacteriorro- 
dopsina, as moléculas dessa proteína contêm retinal, por 
isso são de cor púrpura e agregam-se em “manchas púr- 
pura” na membrana celular. A bacteríorrodopsina age 
como uma bomba de prótons ativada pela luz e serve 
para prover energia para as funções celulares. Análises 
com raios X dessa proteína revelam que ela consiste de 
sete segmentos em a-hélice dispostos paralela mente e 
cada um atravessa a espessura d.e 4,!>nm da membrana 
celular. Calcule 0 número mínimo de aminoácidos ne- 
cessários para que um segmento de a- hélice atravesse 
completamente a membrana celular. Calcule, também, a 
fração de bacteríorrodopsina que está envolvida em héli- 
ces trans membranas fuse peso molecular médio dos re- 
síduos de aminoácidos igual a 1 10), 

IS. Ação patogênica da bactéria causadora da gangrena ga- 
sosa, A bactéria anaeróbia alta mente patogênica, Chstri- 
dium perftingertSt é responsável pela gangrena gasosa, uma 
doença na qual a estrutura dos tecidos é destruída, Essa 
bactéria secreta uma enzima que catalisa cfidcntCmente 
a hidrólise da ligação peptidica indicada na sequência: 


— X— Gly— Pro— Y 

— X— COO- + H,N— Gly— Pro— Y— 

onde Xe Y são quaisquer dos 20 aminoácidos naturais. 
Como a secreção dessa enzima contribui para 0 potencial 
de invasão dessa bactéria nos tecidos humanos? Por que 
essa enzima não afeta a própria bactéria? 


9. O número dc cadeias polipcptídicas cm proteínas oli- 
gomérícas. Uma amostra fúúOmg) de uma proteína oli- 
gumcrica dc Aí r 332.000 foi tratada com excesso de L- 
fluoro-2 n 4-dinitrobcnzcno (reagente dc Sanger), em con- 
dição levemente alcalina, até que a reação quimica fosse 
completada. As ligações peptídicas da proteína foram hi- 
drolisadas compktamente por aquecimento em HCI con- 
centrado. O hidrolisado, quando analisado, continha 
5,õmg do seguinte composto: 



Entretanto, náo foi possivel identificar nenhum outro de- 
rivado 2,4'dinitrofeoil de grupos oi-amino de nutros ami- 
noãcidos, 

{a) Explique por que essa informação pode «r usada 
para determinar 0 0 úmero de cadeias polipeptídicas em 
uma proteína oligomérica. 

(b) Calcule o número de cadeias polipeptidicas nessa 
proteína. 

(c) Que outras técnicas de análise protéka você po- 
dería empregar para determinar se as cadeias polipepti- 
dicas dessa proteína são semelhantes ou diferentes? 

Bioquímica na internet 

10. Modelagem protéica na internet. Pacientes que sofrem 
da doença de Crohn (uma doença inflamatória do intes- 
tino) submeteram -se a biópsias dc suas mucosas intesti- 
nais na tentativa dc identificar o agente causador da do- 
ença. Uma proteína foi identificada e cia era expressa em 
níveis mais altos cm pacientes com a doença de Crohn 
do que em pacientes com outras inflamações intestinais 
distintas ou nos controles não afetados pela doença. A 
proteína foi isolada c a seguinte seqiicncia parcial de ami- 
noácidos foi obtida: 


EÀELCPDRCI 

SQRIQTNNNP 

FQVTVRDPSG 

TAELKICRVN 

KEDIEVYFTG 

VFRTPPYADP 

3EPMEFQYIP 

blMKKSPHSG 

VPKPAPQPYP 


HSFQNLGIQC 

FQVPIEEQRG 

RPLRLPPVLF 

RNSGSCLGGD 

PGWEÀRGSFS 

SLQAPVRVSM 

DTDDRHRiEE 

PTDPRFPÉRR 


VKKRDLEQÀI 

DYDLNAVRLC 

HPJFDNRAPN 

EIFLLCDKVQ 

QADVHRQVAI 

QLRRPSDREl. 

KRKRTYETFK 

1AVPSRS5A5 


(a) Você pode identificar essa proteína utilizando um 
banco dc dados dc proteínas na internet. Alguns bons locais 
para iniciar incluem 0 PfR — 'International Protcin Se- 
quence DataBase" (Banco de Dados Internacional de Se- 
quências de Proteínas), a "Structurai Classificariun of Pro 
teins” (Classificação Estrutural de Proteínas; SCOP), e o Pro- 
site, Para obter as URLs atoais desses c dc outros sites dc 
bancos de dados dc proteínas, utilize um mecanismo dc 
busca da internet ou vá para 0 site dc Printiptes ofBioche- 
míSfry, 3/e em http://vnvw.wort hpublishcrs.com/lchninger. 
Nesses sites, siga os links para localizar as ferramentas de 
comparações de sequências. Digite cerca de 30 resíduos 
da sequência protéíca no campo apropriado de buscas e 
submeta -0 a anãiisc. O que essa análise nos diz sobre a 
identidade da proteína? 

(b) Experimente utilizar partes diferentes da seqüén- 
cia de aminoácidos da proteina. Você obtém sempre os 
mesmos resultados? 

(c) Diversos sites da Web fornecem informações so- 
bre a estrutura tridimensional das proteinas. Encontre 
informações sobre a estrutura secundária, terciária e qua- 
ternária da proteína utilizando sites de banco de dados 
como o “Protein Data Bank 1 ' (Banco dc Dados de Proteí- 
nas, PDB) ou o SCOP. 

(d) No decorrer de suas buscas na Web tente encon- 
trar informações sobre a função celular dessa proteína. 
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CAPÍTULO 7 


Funções das Proteínas 


O conhecimento da estrutura tridimensional de uma proteína á 
parte importante para a compreensão de como ela funciona. 
Entretanto, a estrutura mostrada por meio de um desenho de 
duas dimensões é ilusoriamente estática. As proteínas são molé- 
culas dinâmicas cujas funções dependem, quase invariavelmen- 
te» das interações com outras moléculas, e essas interações são 
influenciadas de maneira fisiologicamente importante por mu- 
danças da conformação da proteína, por vezes sutis, por vezes 
consideráveis. 

Neste capítulo, analisaremos como as proteínas interagem 
com outras moléculas e como suas interações estão relaciona- 
das à estrutura dinâmica das proteínas. É difícil ressaltar demais 
a importância das interações moleculares para a função protéi- 
ca. No Capítula ft, vimos que a função das proteínas fibrosas 
como elementos estruturais das células e tecidos depende das 
interações quaternárias estáveis e de longa duraçio entre cadeias 
poli petí dicas idênticas. Como veremos neste capítulo, as fun- 
ções de muitas outras proteínas envolvem interações como uma 
variedade de diferentes moléculas, À maioria dessas interações é 
transitória» apesar de elas poderem constituir a base de proces- 
sos fisiológicos complexos» tais como transporte de oxigênio, 
função imune e contração muscular, tópicos que examinaremos 
de modo detalhado neste capítulo. Às proteínas que executam 
esses processos ilustram os seguintes princípios básicos das fun- 
ções proféicas, com algumas das quais vocé já se familiarizou no 
capítulo anterior: 

♦ As funções de muitas proteínas envolvem a ligação reversível 
com outras moléculas. Uma molécula que se liga reversível - 
mente a unia proteína é denominada ligante. Um ligante pode 
ser qualquer tipo de molécula» incluindo uutra proteína. À 
natureza transitória das interações proteína- liga nte é essenci- 
al para a vida, pois permite que um organismo possa respon- 
der a mudanças ambientais e metabólicas de maneira rápida 
e reversível 

4 Um ligante combina-se a um sítio particular da proteína de- 
nominado sítio de ligação, que é complementar ao ligante em 
tamanho, forma, carga e caráter hidrofílico ou hidrofóbico. 
Além disso, essa interação é específica: a proteína pode discri- 
minar entre os milhares de moléculas diferentes de seu meio 
ambiente e se combinar, seletivamente, somente a uma parti- 
cular ou a algumas dessas. Uma dada proteína pode ter sítios 
de ligação distintos para vários ligantes diferentes. Essas inte- 
rações moleculares específicas são cruciais para a manutenção 
do alto grau de ordem de um sistema vivo. (Esta discussão 
exclui a ligação da água, que pode interagir fraca mente e de 
modo inespedfico com muitas partes de uma proteína. No 
Capítulo 8, consideraremos a água como um ligante específi- 
co para muitas enzimas.) 

* As proteínas são flexíveis. As mudanças de conformação po- 
dem ser sutis, refletindo vibrações moleculares e pequenos mo- 
vimentos de resíduos de aminoácidos por toda a extensão da 


proteína. Algumas vezes, diz-se que uma proteína flexionada 
dessa maneira “respira”. Mudanças da conformação também 
podem ser bastante dramáticas, com alguns segmentos exten- 
sos da proteína movendo-se até vários nanòmetros. Em geral, 
mudanças específicas de conformação são essenciais para a 
função da proteína, 

* Freqüentemente a ligação de uma proteína com o ligante está 
associada a uma mudança da conformação da proteína, que tor- 
na o sítio de ligação mais complementar ao ligante, possibili- 
tando uma ligação mais firme. Á adaptação estrutural que ocor- 
re entre a proteína e o ligante é denominada ajuste induzido. 

* Em uma proteína multimérica, uma mudança da conforma- 
ção em uma subunidade frequentemente influencia a confor- 
mação de outras subunidades, 

* As interações entre lig^ntes e proteínas podem ser reguladas, 
em geral, por interações específicas com um ou mais ligantes 
adicionais. Esses outros lígantes podem causar mudanças de 
conformação da proteína que interferem na ligação do primeiro 
ligante. 

Às enzimas representam um caso especial da função das pro- 
teínas. As enzimas ligam -se a outras moléculas e as transformam 
quimicamente — elas catalisam reações. As moléculas sobre as 
quais as enzimas atuam são denominadas substratos da reação, 
e não liganfes, e o sítio de ligação-ligante é denominado sitio 
catalítico ou sítio ativo. Neste capítulo daremos ênfase ás fun- 
ções não-catalíticas das proíeinas. No Capítulo 8 será abordada 
a catálise por enzimas, um tema central da bioquímica. Você 
verá que os temas deste capítulo — ligação* especificidade e mu- 
danças de conformação — continuam no capítulo seguinte, COru 
o acréscimo do tópico das proteínas funcionando como reagen- 
tes nas transformações químicas. 

Ligação Reversível de uma 
Proteína com um Ligante: 

Proteínas Ligadoras de Oxigênio 

A mioglobina e a hemoglobina são talvez as proteínas mais es- 
tudadas e mais bem compreendidas. Elas foram as primeiras 
proteínas cuja estrutura tridimensional foi determinada, e nos- 
so conhecimento sobre a mioglobina e a hemoglobina resulta 
do trabalho de milhares de bioquímicos, durante várias déca- 
das. Além disso, elas ilustram quase todos os aspectos do princi- 
pal processo bioquímico: a ligaçào reversível de um ligante a uma 
proteína. Esse modelo clássico da função protéica esclarecerá 
muito sobre como as proteínas funcionam. 

O oxigênio podo ligar-se a um grupo prostétko heme 

O oxigénio é pouco solúvel em soluções aquosas (veja Tabela 4- 
3) e náo pude ser transportado para os tecidos em quantidades 
suficientes se estiver simplesmente dissolvido no plasma sangüí- 


neo. Além disso, a difusão do oxigénio pelos tecidos ê ineficien- 
te em distâncias paiores que alguns milímetros. A evolução dos 
animais multicelulares dependeu da evolução de proteínas ca- 
pazes de transportar e armazenar oxigênio. Entretanto, nenhu- 
ma das cadeias laterais das proteínas é adequada para a ligação 
reversível de moléculas de oxigênio, Esse papel é desempenhado 
por certos metais de transição, entre os quais o ferro e o cobre, 
que possuem uma forte tendência para ligar oxigénio. Os orga- 
nismos multicelulares tiram proveito das propriedades desses 
metais, mais comumente do ferro, para transportar o oxigênio. 
Entretanto, o ferro livre favorece a formação de espécies de oxigé- 
nio altamente reativas, como os radicais hidroxila, que podem 
danificar o DNA e outras macromoléculas. Por isso, o ferro usa- 
do pelas células está ligado a estruturas que o scqücstram e/ou o 
tornam menos reativo. Nos organismos multicelulares — aque- 
les nos quais o ferro, com sua capacidade de transportar oxigê- 
nio, precisa ser transportado por longas distâncias — , o ferro 
está, com frequência, incorporado a um grupo pmstético ligado 
a uma proteína, denominado heme. {Um grupo prostético é um 
composto associado de modo permanente a uma proteína e que 
contribui para a função dessa proteína.) 

O heme é constituído por uma complexa estrutura orgâni- 
ca em anel, a protoporfirina, à qual está ligado um único átomo 
de ferro em estado ferroso (Fe 21- ) (Fig. 7-1), O átomo de ferro 
tem seis ligações de coordenação, quatro com átomos de nitro- 
génio, que fazem parte do sistema do anel plano da porfirina, e 
duas perpendiculares à porfirina. Os átomos de nitrogénio co- 
ordenados (que têm um carater de doadores de elétrons) aju- 
dam a impedir a conversão do ferro do heme para o estado fér ri- 
co (Fe**). No estado Fe 2+ , o ferro liga o oxigénio de forma rever- 
sível; no estado Fe*'", ele não liga o oxigênio, O heme é encontrado 
em muitas proteínas transportadoras de oxigénio, assim como 
em algumas proteínas, tais como os citocromos, que participam 
das reações de oxidor redução, ou seja, de transferência de elé- 
trons (Capítulo 19), 

Nas moléculas de heme livres, a reação do oxigênio em uma 
das duas ligações “abertas 1 ' do ferro (perpendiculares ao plano 
da molécula da porfirina, acima e abaixo) pode resultar em uma 
conversão irreversível de Fe 21 em Fe Jl . Nas proteínas que con- 
têm ferro, essa reação é impedida, pois o heme está sequestrado 
profundamente dentro da estrutura da proteína, onde 0 acesso 
às duas ügaçóes de coordenação disponíveis é bloqueado. Uma 
dessas duas ligações de coordenação é ocupada por um nitrogê- 
nio da cadeia lateral de um resíduo His. A outra é o sítio de liga- 
ção do oxigénio molecular (Oj) (Fig, 7-2). Quando 0 oxigênio 
se liga, as propriedades eletrônicas do ferro do heme mudam; 
isso determina a mudança da cor arrocheada do sangue venoso 
com pouco oxigênio para o vermelho-brilhante do sangue arte- 
rial, rico em oxigénio. Algumas moléculas pequenas, como o mo- 
nóxido de carbono (CO) e o óxido nítrico (NO), formam liga- 
ções de coordenação com o ferro do heme com maior afinidade 
do que o Oj, Quando uma molécula de CO se liga ao heme, o 0 : 
fica excluído, razão pela qual o CO é alta mente tóxico para os 
organismos aeróbicos. Ao envolverem e seqílestrarem o heme, 
as proteínas iigadoras de oxigénio dificultam o acesso ao ferro 
do heme de CQ e de outras pequenas moléculas. 

A mioglobína tem um único 
sítio de ligação para o oxigênio 

A mioglobína (M r 16.700; abreviação Mb) é uma proteína rela- 
tivamente simples, capaz dê ligar oxigênio, encontrada em qua- 
se todos os mamíferos, basicamente no tecido muscular. Ela é 
particularmente abundante nos músculos de mamíferos que 




Figura 7-1 - Heme. O grupo heme está presente na mioglobina, na he- 
moglobina e em muitas outras proteínas, denominadas hemoproteinas. 0 
heme é constituído por uma estrutura orgânica complexa em anel. a pro- 
toporf irina IX, á qu a( se liga um átomo de ferro em estado ferroso (Fe 2 ') As 
porfirinas, das quais a protaporfirina é apenas um exemplo, são constituí- 
das por quatro anéis pirrúlicos ligados por pontes metena (a), com substi- 
tuições em uma ou mais pospões indicadas porX. Duas representações de 
heme são mostrada-s em fb) e (ç). □ átomo de ferro do heme tem seis 
ligações de coordenação: quatrD no plano do sistema de anel da porfirina 
e a efe figadas, e duas perpendiculares a esse sistema (d). 


Vista da borda 



— O; 


Residuo 
de tiislidina 


Flano do sistema 
do anel da porfirina 


Figura 7-2 - O grupo heme visto lateralmente Esta representação 
mostra as duas ligações de coordenação do Fe 21- perpendiculares ao pla- 
no do sistema do anel da porfirina. Uma destas ligações è ocupada por 
um nesfduo His. atgumas vezes denominado de His proximal. A outra é o 
sítio de ligaçáo para o oxigênio. As quatro ligações restantes ficam no 
plano do sistema do anel da porfirina e estão ligadas a esse sistema. 
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mergulham (ai* como as focas e as baldas que precisam irmaze- 
nar oxigénio suficiente para mergulhos prolongados no mar. Pro- 
teínas muito semcíhanlcs à mioglobma estão amplamentc distri- 
buirias na natureza e ocorrem até mesmo em alguns organismos 
unicelulares. A mioglohina armazena oxigênio para os período* 
nos quais ha aumcmo da necessidade de energia, promovendo 
sua dísi ri buirão para os tecidos que necessitam de oxigénio. 

A miuglobrna t um polipepíideo constituído por urna úni- 
ca cadeia com 1 53 resíduos de amincácidos e uma única molé- 
cula de hemc* Ela é itpica de uma família de proteínas denomina- 
das globinav as quais possuem estruturas primárias e tcrc tinas 
semelhantes. O pnUpeptideo é constituído por oito segmento* 
a-helicoidais ligados por curvaturas ( Fig. 7-3). Orca de 78% dos 
resíduos de am moa eidos dessa proteína se encontram nessas 
a-béSca 



Figura 7-1 - A estrutura da mioglobina Qs dato segmentos u-helicoi- 
ws tmostradro aqu como cóndrosí sào denomtraiítH oeAaH Os *éi»- 
OjQ 5 nãcyh^KOOÉtv úm, curvaturas que os unem são denomeiadoi. AB, 
CD. CF, p assm por (tome. mdcando os segmentos ligados por rí*s 
Algumas curvaturas, indi«e BC e DE. são abrupta* e não contém n*- 
rtxan lekiuiO. geral mente esses nào são rotulados {O seg mento cuUO 
Mswel entre D e I e Lm artefato da i q iB e nl atfn feita por computador t 
0 neme está i gado dentro de ^ ma fenda corist ULuda pmc-patmeníe pe- 
tas mm E e f . apesar de residuos de arronoácxicH de out*m seg mentos 
da pmteoa também coofnbutnm para sua formação 


Qualquer discussão mais detalhada sobre as fundões da* 
proteínas envolve, inevitavelmente, a estrutura pmtéica, Nosso 
tratamento da miogtobina será facilitado pela introdução de al- 
gumas convenções estruturais peculiares às globinas. Gomo 
mostra a Figura 7-3, os segmentos helicoidais são denomina- 
dos de A a H. Um resíduo de aminoácido individual pode ser 
designado de acordo com sua posição na seqüèncU dos amino- 
ácidos, ou por sua localização na seqtiência de um determinado 
segmento a- helicoidal, Por exemplo, 0 resíduo His coordenado 
ao heme da mioglobina* His” [o 93“ resíduo de aminoácido a 
partir dia extremidade aminoterminal da seqüência do polipep- 
Eídeu), lambém é denominado Hís Ffi (o 8“ resíduo da a-hélice 
F). As curvaturas da estrutura são denominadas Afl, CD* EF, t 
assim por diante, refletindo os segmentos a- helicoidais inter- 
ligados por das. 


As interações proteína-ligante podem 
ser descritas quantitati vamente 

A função da mioglohina depende da capacidade da proteína não 
apenas de ligar o oxigénio, ma* também de ser Capaz de liberá-lo 
quando e onde ele se fizer necessário. Em Bioquímica, freqüente- 
menie, a função gira em torno de uma inlcração reversível protó- 
na- ligante desse tipo. Por isso, uma descrição quantitativa dessa 
interação constitui parte centra] dc muitas pesquisas bioquímicas. 

Geralmente, a ligação reversível de uma proteína (PI a um 
ligante IL) pode ser descrita por uma expressão de equilíbrio 

S,m P lf * P-L — H. (7-D 


Esta reaçao se caracteriza por uma constante de equilíbrio K„ de 
tal maneira que 


Kj * 


m i 

nu 


(7-7 > 


O termo K a é uma constante de associação ( não confundir com 
o ííj que indica a constante de dissociação de um acido, veia pág. 
76). A constante de associação constitui unu dimensão da afini- 
dade do Ligante I. pela proteína. K M tem unidades dc M _l , um 
valor mais alto de K a que corresponde a uma maior afinidade do 
ligante peia proteína. O rearran[o da Equação 7-2 mostra que o 
quociente entre a proteína ligada e a proteína livre é diretamente 
proporcional à concentração do ligante livre; 

k,|L 1 ‘"7P?‘ (7 ' 3) 


Quando a concentração do ligante é muito maior do que a con- 
centração dos sítios de ligação para o ligante* a associação do 
ligante à proteína não muda de modo considerável a concentra- 
ção de ligante livre (não- li gado) — isto é* |L] permanece cons- 
tante. De modo geral, essa condição se aplica à maioria dos li- 
gantes que se ligam a proteínas nas células e simplifica nossa 
descrição do equilíbrio de ligação. Portanto, podemos conside- 
rar o equilíbrio de ligação sob « ponto dc vista da fração, 0 (teta), 
de ligante-sibos de ligação da proteína ocupados pelo ligante; 
e _ 5íUn* de l^açAn ocupcÁH 1RI) 

mu! dc sj.ihü dc lígsçáo " IPLj + (P| 
Substituindo K É [L] IPJ por |PL] (veja Eq, 7-3) e rearraniando 
os (ermos obtemos: 

„ JCJMIP1 _ Kl M _ Hl 


(7-4 r 


juum + & *ju 4 í 


I 


Í7-S) 


O termo JQ pode ser determinado locando 9 versus concentra- 
ção de ligante livre* fL] í Fig 7-4a), Qualquer equação da forma 
x - yfty + z) descreve uma hipérbole, e, dessa maneira, verifica- 
se que 6 é uma função hiperbólica de | L|. Quando | L] aumenta, 
a fração de sítios de Ligação ocupado* íende para a saturação de 
maneira assintôtica, A |L|, na qual metade dos sítios de ligação 
de ligante está ocupada (em 0 = 0.5). corresponde a I ÍK A . 

Algumas vezes, de maneira intuitiva, é mais simples usar a 
constante de dissociação, JQ, que é a reciproca de K t (#C rf = UtfJ 
e dada em unidades de concentração molar (M). Ki é a constan- 
te de equilíbrio para a liberação do Ligante. As expressões rele- 
vantes passam para; 


* _ EPTIU 
" tR.| 

(7-6) 

iFLi.üm 

A,| 

(7-7) 

a- IH 

Í7 ftl 

ILJ +■ A'j 



Quando JL] é igual a JQ, .i mel ade dos sítios de ligação de 
ligantes esta ocupada. Quando |L] é menor do que íÇj* poucos 
ligante* se associam á proteína. Para que 90% dos sítios de ligação 
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Figura 7-4 - Representada gráfica da ligado dos ligantes A fração ligante-sitios de ligação ocupados, ti, está locada contra a concentra- 
ção de ligante livre Ambas as curvai sâa hipérboles retangulares, {a) Curva hipotética de ligação para um ligante L A [LI na qual metade dos 
sítios de ligação de dispooivers é equivalente a 1/K* ou Kc. A curva tem uma assintúíica horizontal (não mostrada), com Si t, e uma 

auiniotica vertkat {rtào mostrada), com (U - -IflC íb) Curva que descreve a ligação do oaig&rno à rmogtobina A pressão pareiai de O.* no ar 
sobré á sosução e evprçssa em termos de qutopasGam (kPa} O estqérwo liga-se firmemente â mtogkibina com Pvi oe somente 0,26fc&a 


de %■"*« estriam ocupados, |L] deve sct ixjvç vezes maior do 
que à',> Na praticar K& é usada com muito ma h. freqõênda do que 
K m para acpnessar a afinidade de uma proteína pdo hgante. Note 
que um valor mais baixo de K a corresponde a uma maior afinida- 
de do Jigãnie pd a proteína. Toda essa matemática pode ser redu- 
7,1 tia a afirmativas bem simples: iCj é a concentração molar do li- 
ganle na qual metade dos sltíus de ligação do ligantc está ucupa- 
da. Nesse ponto, diz- se que a proteína alcançou meia saturação 
com relação ã ligação do ligante. Quanto maior for a força de liga- 
ção de uipa proteína para littl ligante, menor «rã a concentração 
do ligante necessária para que metade dos sítios de ligação esteja 
ocupada, e, portanto* um valor menor de K & Algumas constantes 
de dissociação representativas são apresentadas na Tabela 7-1, 

Tabtlj 7-1 - Algumas constantes de dissociação de proteínas 


F¥ot*ma 

ligante 


Amdma (dara do £Mj)' 

B>otna 

1 ^ IO -1 ' 

Receptor oa insulina (humano) 

irvJna 

\ x itr 10 

l<nuftogtobu!.nâ 

gpít (proteína da 

A * 10' 0 

anrj-HlV {Humana) 1 

superlíde do H(V-I) 

Protema liga^ie de níquel (f, ro/A 

Hf 2 - 

1 * 10' T 

Calmodullna (rato) & 

Cã u 

3^ 10^ 
2 * t0’ s 


* 0 valor de uma constante de dissociação reg'5trada sú è vâhdo para as condi- 
çOes de solução particulares sob as quais ela foi medida. Os valves K, para uma 
Interação prçtrtna-fcgflnte podem variar em muitas ordens grandeza, em 
consegjArtid oe vanações na concentração sa i-na da solução, prt, ou outros 
laicves amb eoiais 

’ A rtffaçia da Attd-n* com a btonm, um contar enjunaKo. é i^vi das mas 
lotes nrwaçOes. tnoqum)GH não-covatents con*teod» 

* Essa m j TogksQiitra fo sotada durante a tentativa para desenvcArer una va- 
00 * contra o Hv. As rxrxjglobjiriafl (üesentas ma* amante n«te captiiio) 
são anamente vanãveo, e u K t reg suado aqu não deve ser consderado carat- 
lerfaJÇó âe todas as iminagtotxJnAS 

*■ A çafrnpduhna tem qjairo víos de ligação para o câkc O “«mk mosfrados 
refletem os wooj de igaçào com a af inidade ma* &H& e a m*s t»M observadas 
em um conjunto de metkias 


Á ligação do oxigénio t\ mioglobina segue os padrões discu- 
tidos anteríormente, mas* como o oxigênio é um gás, precisa- 
mos fazer alguns pequenos ajustes nas equações, Na Equação 7- 
8, podemos simplesmente substituir a concentração do oxigé- 
nio dissolvido peia [ L [ para obtermos: 


(Oi| 


(Cd + Ki 


(7-9) 


tio mesmo modo que para todos os ligante», K á ç igual ã [Cb], 
na qual metade dos sú h» dc ligação dos Ligantes disponíveis está 
ocupada, ou |Oj]*j. A Equação 7-9 passa a ser 


10^1 

10:3 + lOilco 


{7- 10) 


A concentração de uma substância volátil em solução sempre é 
proporcional à sua pressão parcial na fase gasosa sobre a solu- 
ção, Em experimentos que usam oxigénio como ligante, é a pres- 
são parcial do oxigênio, pQi, que varia, pois é mais fácil medi-la 
do que a concentração do oxigênio dissolvido. Quando defini- 
mos ã pressão parcial do oxigênio em [Q ; |<lí como a substi- 
tuição na Equação 7-10 resulta em 


e - 


PQ: 

PÓ; +í\) 


(7-1 1) 


Uma curva da ligação da mioglobina que relaciona 0 á pO : è 
mostrada na Figura 7-4b. 


A estrutura da proteína afeta a maneira 
pela qual os ligantes se ligam 

Raramente a ligação de um ligante a uma pmleina é tão sim- 
ples como a equação apresentada anteríormente parece indi- 
cai'. A esl rutura da proteína afeta muito a interação e. frequen- 
temente, ê acompanhada por mudanças da conformação. Por 
exemplo, a intensidade com que o berne livre se liga a seus vá- 
rios ligantes fica alterada quando o heme passa a ser um com- 
ponente da mioglobina, O CO liga-se às moléculas de heme 
livres com, afinidade 20.000 veies maior do que o O; (a JQ ou 
J\ para a ligação CG i mais de 20.000 vezes menor do que a 
do O»), mas liga-se somente cerca de 200 vezes melhor do que 
quando o heme está enclausurado na mioglobina. Essa dife- 
rença é explicada, em parle, pelo impedimento este rico. Quan- 
do o 0 : se liga ao heme livre* o eixo da molécula do oxigênio 
fica posicionado de modo a formar um ângulo com a ligação 
Fe — O ( Fig. 7-5a). Por outro lado. quando o CO se liga ao heme 
livre, os átomos de Fe* C e O se dispõem em linha reta j Fig. 7-5bJ. 
Em ambos os casos* a ligação reflete a geometria das orbitais hí- 
bridas de cada ligante. Na mioglobina, a His M f H is E7), no lado 
do heme que liga o O;, fica distante demais para se coordenar 
com o ferro do heme. mas ela interage com um ligante associ- 
ado av heme. Esse resíduo, denominado His MsmK não influ- 
encia a ligação de O; (Fig. 7-5cí, mas pode impedir a Ligação 
linear do CO. o que poderia explicar a diminuição da ligação 
de CO ao heme da mioglobina (e hemoglobina). Esse efeito 
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íe) 


Figura 7-5 - Efeitos estéticos sobre a ligação dos ligantes ao heme 

da mioglobina. (a) O oxigênio liga-se ao heme com o eixo do 0 2 forman- 
do um Sngulo, uma conformação de ligação acomodada de nane*ra fa- 
vorável pela mioglobina. (b) O monóxido de carbono liga-se ao heme livre 
mm o eixo do CO perpendicular ao plano do anel de porfinna. A ligação 
do CO ao heme da mioglobina ê forçada a assumir um pequeno ângulo 
porque à deposição perpendicular é estericamente bloqueada pela His 
E7, a His distai. Esse efeito enfraquece a ligação do CO com a miogiobina. 
(c) Outra visão mostrando a disposição dos resíduos dos amincjâddos- 
chave em torno do heme da mioglobina. O 0 ? está ligado por hidrogênio 
à His distai, His E7 (His 6 ^), facilitando ainda mais a ligação do 0 2 . 


sobre a ligação do CO é tis Lo logic.fi mente importante* pois o 
CO é um subproduto gerado no metabolismo celular. Outros 
fatores, ainda não bem definidas, também parecem dificultar a 
interação do heme com o CO nessas proteínas. 

A ligação de 0 : ao heme da mioglobina também depende de 
movimentos moleculares* ou "respiração", da estrutura dp proteí- 
na. A molécula do heme fica imersa em alças polipeptídícas, sem 
que haja uma via direta para o oxigênio passar da solução cir- 
cundante para o sítio combinatório do iigante. Se a proteína fos- 
se rígida, o 0 2 poderia não entrar ou sair da fenda do heme em 
uma velocidade mensurável. Entretanto, a rápida flexão molecu- 
lar das cadeias laterais de aminoãddos cria cavidades transitóri- 
as na estrutura da proteína* e, evidentemente, o 0 2 segue seu ca- 
minho para dentro e para fora, migrando por essas cavidades. 
Simulações por computador das rápidas flutuações estruturais 
da mioglobina sugerem que existem vários desses caminhos, Um 
caminho importante é dado pela rotação da cadeia lateral do His 
distai (His M )* uma ocorrência na escala de tempo da ordem de 
tianossegundos (lü^s). Até mesmo mudanças de conformação 
singelas podem interferir com a atividade da proteína. 


O oxigênio do sangue é 
transportado pela hemoglobina 

Quase todo o oxigênio transportado pelo sangue total dos ani- 
mais ê levado pela hemoglobina dos eritródtos (glóbulos verme- 
lhos). Os eritródtos humanos normais são pequenos discos (6 a 
9pm de diâmetro), bicóncavos* Eles se originam de células-tronco 
precursoras denominadas hemucitoblastos. No processo de ma- 
turação, a célula-tronco produz células filhas que sintetizam gran- 
des quantidades de hemoglobina e finalmente perdem suas orga- 
nelas intracelulares — núcleo, mitocôndrias e retículo endoplas- 
mâtico, Portanto, os eritródtos são células incompletas, incapazes 
de se reproduzir e, nos seres humanos, destinadas a sobrev iver por 
apenas 120 dias. Sua função principal ê transportar hemoglobina 
dissolvida no citosol em concentração muito alta (-34% por peso). 

No sangue arterial, que vai dos pulmões para os tecidos peri- 
féricos passando pelo coração, a hemoglobina tem uma saturação 
de oxigênio de cerca de 96%. No sangue venoso* que retoma para 
o coração, a hemoglobina tem uma saturação de cerca de 64%. 
Portanto, cada ItíOmL de sangue que passam pelos tecidos libe- 
ram cerca de um terço do oxigênio que transportam, ou seja,6*5mL 
de Oi gás, ã pressão atmosférica e na temperatura corporal* 

A mioglobina, com sua curva hiperbólica de ligação com o 
oxigênio (Fig. 7 -4b), é rdativamente insensível a pequenas mu- 
danças na concentração do oxigênio dissolvido e* portanto, fun- 
ciona bem como uma proteína armazenadora de oxigênio. A he- 
moglobina* com suas múltiplas sub unidades e sítios ligadores de 
O*, ê mais adaptada para o transporte do oxigênio* Como vere- 
mos* as interações entre as subun idades de uma proteína multi- 
mérica podem favorecer uma resposta muito delicada a pequenas 
mudanças na concentração do iigante. As interações entre as su- 
bunidades da hemoglobina causam mudanças na conformação, 
que alteram a afinidade da proteína pelo oxigênio. A modulação 
da ligação do oxigênio torna possível à proteína transportadora 
de O 2 respondera mudanças na demanda de oxigênio pelos tecidos* 

As subunidades da hemoglobina são 
estrutural mente semelhantes às da mioglobina 

A hemoglobina (M r 64.500; abreviação Hb) é gnwíSeiramente es- 
férica, com um diâmetro de aproximadamente 5,5nm, Ela é uma 
proteína tetra mérica que contém quatro grupos prostéticos heme, 
cada um associado a uma cadeia polipeptídica. A hemoglobina 
do adulto contém dois tipos de globina, duas cadeias a (141 resí- 
duos cada uma) e duas cadeias (3(146 resíduos cada uma). Apesar 
de menos da metade dos resíduos de aminoãddos das sequências 
de polipeptídeos das subunidades a e (3 ser idêntica, as estruturas 
tridimensionais dos dois tipos de subunidades são muito seme- 
lhantes. Além disso* suas estruturas são muito semelhantes às da 
mioglobina (Fig. 7-6), apesar de as sequências de aminoãddos 
dos três polipeptídeos serem idênticas em somente 27 posições 
(Fig* 7-7), Todos os três polipeptídeos são membros da família de 
proteínas globina, A convenção de nomenclatura de hélice descri - 
ta para a mioglobina também é aplicada para os polipeptídeos da 
hemoglobina, exceto para a subun idade a que não possui a hélice 
D curta. O bolso iigante de hemoglobina é* em grande parte, cons- 
tituído pelas hélices E e F. 

A estrutura quaternária da hemoglobina tem como caracterís- 
tica as fortes interações entre subunidades diferentes* A interface 
riiPi (e sua equivalente ct 2 p 2 ) cnvoíve mais de 30 resíduos c é sufíd- 
entementt! forte para mantê-las unidas; apesar de o tratamento bran- 
do da hemoglobina com a uréia causar a dissociação do tetrámem 
em dí menos a(3, os dí meros permanecem intactos. A interface Cqf3j 
(e a a 2 p L ) envolve 19 resíduos (Fig. 7-8). As interações hidrofóbicas 
predominam nas interfaces, mas também participam muitas pon- 
tes de hidrogênio e alguns ions emparelhados (algumas vezes cha- 
mados de pontes salinas), cuja importância é discutida a seguir. 
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Figura 7-6 - Comparação das estruturas da mioglobina com a subunidade p da hemoglobina. 
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Figura 7-7 - Sequências de aminoaridos da mioglobina de baleia e as cadeias a e p da hemoglobina humana. As linhas tracejadas marcam 
os limites da hélice. Para alinhar de maneira favorável 1 as seqüéncias, precisam ser incorporadas pequenas interrupções em ambas as sequências da Hb 
□nde a frequência de certos aminoâcidos nas outras sequências é mínima. Com exceção da héfíce D, ausente de Hba, esse alinhamento possibilita o 
uso de uma convenção que usa letras, □ que dá ênfase às posições comuns dos resíduos de aminoãcidos, os quais sáo idênticos em todas as trás 
estruturas (sombreado em cinza). Os resíduos sombreados em vermelho estão presentes em todas as globinas conservadas. Note que uma designação 
comum, letra e número, dos aminoãcidos em duas ou três estruturas diferentes não corresponde, necessariamente, a uma posição comum na sequên- 
cia linear de aminoãodos dos polipeptídeos, Púrexempo, o resíduo His distai é His E7 em todas as três estruturas, mas corresponde a His^ 1 , Hts 5,9 e His &J 
nas seqüéncias I meares de Mb, Hbu e Hbp, respectiva mente. Resíduos não-helicoidars nas porções ammo e Cârboxitermmais, situados além do primeiro 
(A) e último (H) dos segmentos a-helicoidais, são denominados NA e HC, respectivamente. 
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Figura 7-8 - Interações dominantes entre as subun idades da he- 
moglobina. Nesta representação, as subumdades a estão em cinza-cla- 
ro e as subunidades [í, mais escuras. As interações mais fortes entre su- 
bun idades, destacadas, ocorrem entre sub unidades diferentes. Quando 
o oxigênio se liga, o contato ouPi muda pouco, mas hã uma grande mu- 
dança no contato a ,p 3l com o rompimento de vários lons emparelhados. 


A hemoglobina passa por uma mudança 
estrutural com a ligação do oxigênio 

A análise por raios X revelou duas conformações principais da 
hemoglobina: o estado Hcu estado T, Apesar de o oxigénio li- 
gar- se à hemoglobina em ambos os estados; no estado R n ele tem 
uma afinidade significativamente maior para a hemoglobina. A 
ligação com o oxigênio estabiliza o estado R. Experimentalmen- 
te, quando o oxigênio está ausente, o estado T é mais estável e, 
portanto, é a conformação predominante dia desoxiemoglobi- 
na. Historicamente, as denominações T e R referiam-se a "ten- 
so" e "relaxado”, respectivamente, porque o estado T é estabili- 
zado por um maior número de pares de íons, muitos dos quais 
ficam na interface (e a 2 p, ) (Fig. 7-9>. A ligação de 0 : a uma 
subunidade de hemoglobina no estado T desencadeia uma mu 
dança da conformação para o estado R. Quando toda a proteína 
passa por esse processo de transição» a estrutura das subun ida- 
des individuais muda pouco, mas os pares de subun idades afí 
deslizam um pelo outro e fazem uma rotação, o que estreita a 
Fenda entre as subunídades fl (Fig. 7-10). Nesse processo, alguns 
dos pares de íons que estabilizam o estado T são rompidos e 
alguns novos são formados. 



(a) 


Figura 7-9 - Alguns dos pares de íons que 
estabilizam o estado T da desoxiemogto- 
bina (a) Vista de perto de uma parte de uma 
molécula de descxiemoglobina no estado T. 
As interações entre os pares de ions His HC3 
e Asp FGt da sub unidade a (em azul) e en- 
tre Lys C5 da subunídaqe ft (em cinza) e o 
grupo a-carboxila de Mis HC3 da subunida- 
de |i são mostradas ern linhas tracejadas 
(Lembrete de que HC3 é o resíduo carboxi- 
termmal da subuniüade p.) (b) As interações 
entre esses pares de ions e outros, não mos- 
trados em (a) r estão esquematizados nesta 
representação das cadeias polipeptidkas es- 
tendidas da hemoglobina. 
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Figura 7-10 - Transição T *R. Mestas representações da desoxieínoglabiria, tomo na Figura 7-9 r as subun idades fl estão em azul-daro e as 

subunidades a, em onza. As cadeias laterais com carga positiva e as cadeias terminars envolvidas com pares de tons são mostradas em azul. Seus 
parteiros de carga negativa estão em rosa. O Lys C 5 de cada subon idade a e o Asp FG1 de cada sutoun idade pl são mostrados, mas não estão indicados 
[compare com a Fig. 7-9a). Note que a molécula tem uma orientação bem diferente da apresentada na Figura 7-9 A transição do estado T para o 
estado R muda substancial mente os panes de subunidades, afetando certos pares de lons. Mais proeminente, os residuos His HC3 do carboxiterminal 
das subunidades p, envolvidas com os pares de íons no estado T, no estado R fazem uma rotação em direção ao centro da molécula onde deixam de 
formar pares de ions. Outro resultado dramático da transição T *R é o estreitamento da fenda entre as subun idades p. 




Estado R 


Heme 


Figura 7-11 - Mudanças da conformação 
perto do heme da ligação 0 2 . 0 desloca- 
mento da posição da hélice F, quando o heme 
se liga a 0 lr è um dos ajustes que se acredi- 
tam desencadeiam a transição T * R. 


FG5 


Hélice T 


Max Perutz propôs que a transição T * R é desencadeada 

por mudanças nas posições críticas das cadeias de aminoácidos 
que envolvem o heme. No estado T, a porfírlna está levemente 
pregueada» levando o heme a fazer unia pequena protrúsâo so- 
bre o lado His (His F8) proximaL A ligação de O? leva o heme a 
assumir uma conformação mais planar, mudando a posição do 
His próxima] e a hélice F ligada (Fig» 7-1 1). Além disso* um resí- 
duo Vai da hélice E (Vai Eli) bloqueia parcialmente o heme no 
estado T e precisa deslocar- se para que o oxigénio se ligue (Fig. 
7-10). Essas mudanças levam a ajustes dos pares de íons na in- 
terface 

A hemoglobina liga-se ao oxigénio 
de modo cooperativo 

A hemoglobina precisa ligar o oxigénio de maneira eficiente nos 
pulmões» onde o pOj é de cerca de l3,3kPíi, e liberá-lo nos teci- 
dos, onde o pü 2 é de cerca de 4kPa» A mioglobina, ou qualquer 
proteína que ligue oxigénio com uma curva de ligação hiperbó- 
lica» seria pouco eficiente para essa função, pela razão ilustrada 


na Figura 7-12. Uma proteína que ligasse 0 2 com alta afinidade» 
ligá-lo-ia com eficiência nos pulmões, mas não o liberaria mui- 
to nos tecidos. Se a proteína ligasse oxigénio com uma afinidade 
sufiden temente baixa para liberá-lo nos tecidos, ela não seria 
capaz de captar muito oxigénio nos pulmões. 

A hemoglobina resolve esse problema passando por uma 
transição de um estado de baixa afinidade {o estado T) para um 
estado de alta afinidade {o estado it)> à medida que aumenta o 
número de moléculas de 0 2 ligadas. O resultado disso c que a 
hemoglobina tem uma curva de ligação híbrida» em forma de 5, 
ou sigmóide, para o oxigênio (Fig. 7-12). Uma proteína eom 
uma única subun idade com um único sítio de ligação do ligante 
é incapaz de produzir uma curva sigmóide de ligação — mesmo 
quando a ligação induza uma mudança da conformação — , por- 
que cada molécula do ligante se liga de modo independente e 
não pode influenciar a ligação de outra molécula. Ao contrário» 
a ligação de Ü 2 às subunidades individuais da hemoglobina é 
capaz de alterar a afinidade de subunidades adjacentes pelo 0 2 . 
A primeira molécula de 0 : que interage com a desoxiemoglobi- 
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íjíVd s*gmó*Je de ugaç&o pôde ser considerada torro uma curva Wbnda 
refletindo ura tíanaçAo de um «lado de baixa afinidade para um de 
alta afinidade A Ilação cooperativa, apresentada por uma curva com 
formato dgmúíde, torna a hemoglobina mais sensível a pequenas dife- 
renças da concentraçio de 0 2 entre os tecidos e os pulmões, o que pm- 
sibhta â hemoglobina ligar oxigénio nos pulmões, onde □ pO z * alto, e 
liberá-lo nas tecidos, dnde o pOv é baixo. 
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na se liga fraca mente, por ligar-se a uma subunidade no estado 
T. Entretanto, sua ligado leva a mudanças de conformação que 
sio comunicadas a subunidades adjacentes, tornando mais fácil 
a Ligação de moléculas de Oi adicionais. Efetivamente. a transi- 
ção T — -* R ocorre maíi prontamente na segunda sub unidade 
uma vez queO ; tenha se Ligado à primeira subunidade. A última 
(quarta! moléculi de O; LLgj-se a um heme de uma subunidade 
que já esta no estado R c, portanto, liga-se com muíio ma sor 
afinidade do que J primeira molécula. 

Utm proteína akrttérica é aqutda na qual a ligação de um 
tigmlc a um sitio influencia as propriedades de ligação de outro 
sítio da mesma proteína. O termo akjstérico deriva do grego atio& 
“outra*. e íffTWtf. “sólido" ou “forma". As proteínas alosténcas 
são as que possuem “outras formas" ou conformações, induzi- 
das pela ligação de ligantes chamados moduladorts. As mudan- 
ças de conformação induzidas pelofs) modulados es) íntercon- 
vertcm formas mais ativas em menos ativas da proteína Os mo- 
duLadorcs das proteínas alostéricas são idênticos c podem ser 
inibidores ou alivadores. Quando o liga n te normal e os modu- 
ladores são idênticos, a interação é denominada hotncitrópka 
Quando o modulador c uim molécula que nio o ligante nor- 
mal a interação é brtenôtápica. Algumai proteínas lêm intera- 
ções homoiTÓpkas e heierolópicas. 

A Ligação cooperativa de um ligante a uma proteína mui- 
timérica, como observamos na ligação deQ 2 a hemoglobina, i 
uma forma de ligação alostêrica obsen r ada com frequência em 
proteínas multíméricas, A ligação de um liga n te influencia as 
afinidades de todos os sítios de ligação que permanecem sem 
ligação, c o Oi pode ser considerado como um ligantc normal 
e um ativado r modulador homotrópico. Em cada subunidade 
existe apenas um sítio de ligação para o O ís de maneira que os 
efeitos alostérieos que dão origem ã coo perativ idade sSo 
mediados por mudanças da conformação transmitidas de uma 
subunidade para outra por meio de interações subunidade- 
subunidade. Uma curva de Ligação com formato sigmóide in- 
dica uma Ligação cooperativa. Ela possibilita uma resposta 


muito mais sensível à concentração do ligante e é importante 
para a função de proteínas multissubunidades, O princípio do 
abster ismo extrapola para as cn rimas reguladoras, como vere- 
mos no Capítulo 8. 

A ligação cooperativa do ligante 
pode see ttescrtta de modo quantitativo 

A ligação cooperativa do oxigênio cwn á hemoglobina foi analisa- 
da primeiio por Àrdübald HilU em 1910 Para uma proteína oxn n 
sítios de ligação, a expressão de equilíbrio da Equação 7-1 toma-se 

P + nL ;=± PU (712) 


e a expressão para a constante 


tk associação toma-se 
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.A expressão para 0 (veja Eq, 7-fl) é 
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Rr arranjando e tomando o log dc ambos os lados, resulta 
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log j ) * n log I L] - log Xd 1 7- 1 6) 

A Equação 7-16 é a equação de Hill, e ura "plof de log 16/(1 - 
0 ) 1 versus o log [LI é chamado lí plot s de HUI. Com base na equa- 
ção, o “pbt” de Hill deveria ter uma inclinação de n. Entretanto, 
a inclinação determinada exp cri mentalmente, na realidade, re- 
flete não o número de sítios de ligação, mas o grau de interação 
entre eles. A inclinação do lL pLot" de Hill é, por isso, designada 
m h , o coeficiente de Hill, que é uma medida do grau de coopera- 
tividade. Quando n M è igual a 1, a ligação do Ligante não é coo- 
perativa, uma situação que pode ocorrer até mesmo em uma 
proteína multiunidades quando não há comunicação entre su- 
bunkbdes. L’m n t , maior do que i indica uma cooperatividade 
positiva da ligação dc» ligante. Essa é a situação observada na 
hemoglobina, na qual a ligação de uma molécula do ligante faci- 
lita a ligação de outras. O limite superior teórico para n» ê al- 
cançado quando n H = #f. Nesse caso, a ligaçãu «ria iotaJmente 
cooperativa: todos os si tios da proteim ligariam o ligante si- 
multaneamente, e nio haveria nenhuma molécula da proteína 
parcialmente saturada sob qualquer tipo dc condição. Na práti- 
ca, esse limite minca ê atingido, e o valor medido de sempre e 
menur do que o uúmen* real dc sitias de ligação do ligante da 
proteina- 

L'm n H menor do que I indica utoa cooperai mdade negali- 
va, na qual a ligação de uma molécula do lígame interfere com a 
ligação de outras, São ram* os casos bem documentados de co- 
operai iridade negativa, 

A fim de adaptar a equação de Hül à ligação do oxigénio com 
a hemoglobina, precisamos substituir pO; por |L] e /V, por Kj' 


\og (-yi j - « lti|i pO : - bg ü- 17) 

Os £ plots"de Hill para a mioglobina í a hemoglobina são apre- 
sentados na Figura 7-13. 


Dois modelos sugerem 
mecanismos de ligação cooperativa 

Ho)e em dia, os bioquímicos sabem muito sobre os estados T e 
R da hemoglobina, mas muito ainda precisa ser estudado sobre 
como ocorre a transição T — + R. Dois modelos influenciaram 
muito a concepção desse problema. 
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Figura 7-1 i - J 'Plots J ’ de HUI para a ligação de oxigênio á mioglobl- 
na e è hemoglobina Quando n,. - 1 r náo ha cooperatividade evidente. 
D grau máximo de cooperatividade observado para a hemoglobina cor- 
responde aproximadamente a n H = 3 Notar que, enquanto Isso indica 
um alto nível de cooperatividade, n i ê menor do que n É o número de 
sítios de figaçlo de th da hemoglobina. isso é normal para uma proteína 
que apresenia um comportamento de ligação al ostenta 

O primeiro modelo foi proposto por (acques Monod, Icftrie* 
Wyman e Jean-PierTe Changeux, em I^h5, e chamado de mode- 
lo MWC óu modelo da assimetria ajustada (Fíg. 7-L4a). O 
modelo da assimetria ajustada assume que as subun idades de 
uma proteína com ligação cooperativa são fundonalmente idên- 
ticas. que cada subunidarit pode existir em {pelo menos) duas 
conformações c que todas as subunèdacles pasmam, simultânea - 
mente, peia transição de uma conformação para outra. Nesse 
modelo, nenhuma proteína tem subun idades individuais em 
conformações diferentes. As duas cun formações estão em equi- 
líbrio. 0 ligante pode ligar-se a qualquer conformação, mw liga- 
se a cada uma com afinidade diferente, A ligação sucessiva de 
moléculas do ligante ã conformação de baixa afinidade (que é 
mais estável na ausência do ligante) torna mais provável a tran- 
sição para a conformação de alta afinidade. 

No segundo modelo, o modelo seqUencial (Fig. 7- 14b), 
proposto em 1966 por Daniel Koshíjnd e colaboradores, a Liga- 
ção do ligante pode induzir uma mudança de conformação cm 
uma suhumdade individual. Uma mudança de conformação 


em uma subunidade aumenta a prohahilídadede uma mudança 
semelhante em uma subunidade adjacente, assim como facilita a 
ligação de uma segunda molécula de ligante. Nesse modelo, há 
um maior número de estados intermediários potenciais do que 
no modelo da assimetria amuada. Üs dois modelos não são mu- 
tuamenie excludeotes: o moddo da assimetria ajustada pode ter 
visto como o caso limite "tudo-ou -nada” do modelo sequencial 
No Capítulo S usaremos esses modelos ao estudarmos as enzi- 
mas akistéricas 

A hemoglobina também transporta H* e CO ? 

Além de transportar dos pulmões para os tecidos quase todo o 
oxigénio necessário para a> células, a hemoglobina irmsporia 
dois produtos finais da respiração celular — H 4 e CO,- — dos 
tecidos para os pulmões c rins, onde eles são excretados, O Cl)j, 
produzido pela oxidação de combustíveis orgânicos nas mito- 
CÔndrias, é hidratado formando bicarbonato: 

COn+Hiü If + HCCK 

l\s ta reação é catalisada pela anidrase carbônica, uma enzima 
particularmente abundante nos miròcitos. O dióxido de car- 
bono não é muito solúvel em solução aquosa, e haveria a forma- 
ção de borbulhas de CO; nos tecidos e no sangue se ele não fosse 
convertido em bicarbonato. Como mostra a equação, a hidrata- 
ção de CO; resulta em um aumento da concentração de H' I unu 
diminuição do pH ) dos tecidos. A ligação de oxigênio pela he- 
moglobina é Lnfiuencíjdi profundamente pelo pH e pela con- 
centração de GQ> de modo que a interconvmào entre CO; e 
bicarbonato é de grande importância para a regulação da liga- 
ção do oxigénio e sua Liberação no sangue. 

A hemoglobina transporta para os pulmões e rins cerca de 
20% do total de H 1 e CO ? formados nos teridos- A ligação dc H ' 
e CO; e inversamente proporcional a ligação do oxigênio, hm 
pH rditívamoitc baixo e alta concentração de CO; dos tecidos 
periféricos, a ligação de H e CO., leva à diminuição da afinidade 
da hemoglobina pelo oxigénio e à liberação de Oj nos tecidos, 
De maneira inversa, nos capilares do pulmão, com a excreção de 
CO; e a consequente elevação do pH, aumenta a afinidade da 
hemoglobina pelo oxigénio e a proteína liga mais O; para poder 
transportá-lo para os tecidos. Esse efeito do pH e da concentra- 
ção de CO; sobre a ligação e a liberação do oxigênio pela hemo- 
globina é denominado efeito de Bohr, em homenagem a 
ChrisluEi Bohr, o fbiobgísla dinamarquês (e pai do fbko Níefc 
Bohr I que o descobriu em I90Í, 


Figura 7-14 - Doú modelos gerafo d« Inttr- 
convtftãD das formas inativa * ativa das 
proteínas tom ligação- ligante cooperativa 

Apesar d# os modefos poderem ser aoteados a 
qualquer prcrtrtna — mduindo qualquer ennma 
tCapéião 8 ) — que apraente ligação «Optati- 
va, aqui «tão representadas quatro subunidades 
porque o modelo original foi proposto pata a he- 
moglobina Nd modelo da assimetria ajustada, 
ou "ludo-ou-nada" (a), é postulado que todas as 
subun idades estão na mesma conformação, se- 
jam todos O (baixa afinidade ou Inativo) ou todos 
□ (alta afinidade ou ativo). Dependendo do equi- 
líbrio, <i„ entne as formas QeQa ligação de 
uma Ou mais moléculas de ligante í,L) tenderá ao 
equilíbrio para a forma Q As subunidadeS com L 
bgadd$ «tão sombreadas em vermelho No mo- 
delo sequencial (bi. cada subumdade individual 
pode estar na forma O ou Q Portanto, é possível 
um número muito grande de conformações 
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O equilíbrio da ligação da hemoglobina com uma molécula 
dc oxigénio pode icf descrito pda reação 

Hb 4 HbO : 

mu isso não è uma afirmativa correta. Levando-se em conta o 
efeito da contenl ração de H’ sobre esse equilíbrio de ligação, 
devemos reescrever a reação da seguinte maneira 

HHb* + Oi HbOj + H" 

onde HHb*' representa uma forma protonada da hemoglobina. 
Estu equação nos diz que a curva de saturação de Q> da hemo- 
globina é influenciada pela concentração de H + (Fig. 7- 1 5), Tan- 
lo o O? como o H ' ligam-se à hemoglobina, mas com afinidade 
inversa, Quando a concentração de oxigénio è alta, como nos 
pulmões* a hemoglobina liga O z e libera prótons, Quando a con- 
centração de oxigénio í baixa* como nos tecidos penfério», o 
H 4 i ligado íoOi liberado. 



figura 7-15 - flerto do pH sobir a ligação do oxigénio com * h#- 

moqfòbina O pH do sangue é 7.6 nos pulmões e 1J nos teodos As 
medidas expenmernas. üa tgação da henvogólbra são feitas, em geral, 
•m pH 7 r 4 

Q oxigénio eoH‘ não se ligam ao mesmo sítio da hemngki- 
bina. O oxigênio liga-se aos átomos de ferro do heme, enquanto 
o H' se liga a qualquer um dos resíduos de amináddos da proteí- 
na, Uma importante contribuição para o efeito Bohré dada por 
His 14 * (His HC3J das subunidades [3, Quando protonado, esse 
resíduo forma um dos panes de íons — ao Asp w (Asp (FG1) — 
que ajuda a estabilizar a dewxieirioglobina no estado T (Fig, 7- 
9). O par iònico estabiliza a forma protonada de His HO. dan- 
do a esse resíduo um plCg anoTituíittcnie afto no estado T. No 
estado R. o pK, cai pana 6,0* seu valor normal, pois o par iõnko 
não pode formar-se, e. na oxiemoglobina em pH 7*6. 0 pH da 
sangue dos pulmões* esse resíduo fica cm grande parte não pro- 
lonado Com a elevação da concentração de H \a prutonação de 
Hil HO facilita a liberação de oxigénio, pois favorece uma tran- 
sição para o estado T, A protonaçãu dos resíduos aminotermi- 
ii d is das subunidades a, de outros resíduos His e. talvez, de ou- 
tros grupos tem efeito semelhante. 

Assim, observamos que as quatro cadeias polipepli dicas da 
hemoglobina se comunicam umas com as outras, não wmente 
quanto à ligação de O; a seus grupos heme. mas também quan- 
to 1 ligação dc H~ a resíduos de aminoÂcidos especificas. Mas as 
fidas são mais complicadas* A hemoglobina liga também CO? e 


de maneira ínvenameiité proporcional ã ligação do oxigénio. O 
dióxido de carbono liga se como um grupo carbantaio aq gru- 
po a-amino na extremidade aminoterminai de cada cadeia de 
globina, formando Larbaminoemoglobina: 


f ¥ H* 

\ Í I 

C + H : N— G— Ç— -J— 

& n 

■Vtr 

Resíduo s mi iióter minai 

Rcülduo cilrbaminoterminul 


Esta reação produz H\ contribuindo para o efeito de Bohr. Os 
carhamalos ligados também formam pontes salinas adkiotiais 
(não mostradas na Fig, 7-9), que ajudam a estabilizar o estado 
T, e promovem a liberação de oxigénio. 

Quando a concentração de dióxido de carbono é alta, como 
ocorre nos tecidos periféricos, um pouco de CO z liga-se i hemo- 
globina. diminuindo a afinidade porOj e causando sua liberação. 
De maneira inversa* quando a hemoglobina chega aos pulmões, a 
alta concentração de oxigénio promove a ligação de Q i e á libera- 
ção dc C0 2 . É a capacidade de comunicar a informação ligante- 
ligação de uma sub unida de de polipeptídeo a outras que torna a 
molécula de hemoglobina tão adequada mente adaptada para a 
integração do transporte de Q 2l CO, t H' pelos eritróritos, 

A ligação do oxigénio à hemoglobina 
é regulada por 2 r 3-bifo$foglicerató 

A interação de 23-bifosfoglkcralo (BFG) com a hemoglobina 
constitui um exemplo de modulação alostérita hetcíotópjca. 



O BPG está presente nos erilrócitos, em concentrações relativa- 
mente altas* Quando se isola a hemoglobina, ela retém quanti- 
dades consideráveis de BPG, o qual pode ser difícil de ser total - 
mente removido. De luto, as curvas de ligação de 0 3 da hemo- 
globina que vimos até agora foram obtidas em presença de BPG 
ligado. Sabe-se que o 2,3-bifbsfogbçeralu reduz de maneira sig- 
nificativa a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio — há uma 
relação m versa entre a ligação de O; e a ligação de BPG. Pode- 
mos, par isso* descrever outro processo de ligação para a hemo- 
globina: 

HbBKÍ + <h HbCV + BPG 

O BPG liga-se a um sitio distante do sitio de ligação com o 
oxigênio e regula a afinidade de ligação da hemoglobina para o 
oxigénio em relação ao pQ 2 dos pulmões. Q BPG desempenha 
um papel importante na adaptação fisiológica ao pCh mais bai- 
xo disponível em grandes altitudes. Em um ser humana sadia 
passeando á beira-mar, a ligação de Ü ; á hemoglobina é regula- 
da de ta) maneira que a quantidade de O? entregue nos tecidos é 
equivalente a quase 40% do máximo que poderia ser transpor- 
tado pelo sangue (Fig* 7-16}. Se a mesma pessoa for transporta- 
da rapidamente para uma montanha, a uma altitude de 4.500 
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Figura 7-16 - Efeito do 8PG sobre a ligação do oxigênio ã hemo- 
globina A concemr ação de BPG no sangue humano normal é cerca de 
SmM ao nível do mar t te* ta de 8mM eti aU tudes elevadas Mole que ã 
temogJohfu se bga ao oxigénio bastante firmemente quarto o BPG 
«tã total mente ausente, e a curva de tqação parece ser hperbô ><a Na 
reaload®, o çoehoenle oe Nli metido pwa a cooperai rvtíade da ligação 
tie O* somente dímnyi lamente ide 3 para certa de 2,5} quando o 
BPG e reroovidD da hemogki&na. mas a parte ascendente de Curva sig- 
ny>de fra confinada ã uma região muito pequena peito da origem Ao 
nM do mac nos pulmões, a hemoglobina està quase tolalmente jatura- 
da com 0 2 , mas somente está saturada em 60% nos tecidos, de modo 
que a quantidade de oxigánia liberada nosteüdos está próxima dé 4G% 
do máximo que pode ser transportado no sangue. Em grandes altitudes, 
a enbega de 0 2 diminui em cerca de um quarto. 30% do máximo. Entre- 
tanto, um aumento da concentração de 6PG diminui a afinidade da he- 
moglobina por G : . de modo que, novamente, quase 40% do que pode 
ser transportado ê entregue nos tecidos 


metros, onde o pO; é ccmsideravctmeritt mats baixo. ha verá re- 
dução do Q : Líber ado nos retidos. Entretanto, após apenas algu- 
mas Horas a altitudes elevadas, a concenl ração de BPG do san- 
gue começa a elevar- se, causando uma diminuição da afinidade 
da hemoglobina com o oxigénio. Hsse ajuste do nível de BPG 
tem apenas um ligeiro efeito sobre a ligação de G 2 nos pulmões, 
mas exerce um efeito considerável sobre a liberação de Oi nos 
tecidos. Disso resulta que a liberação de oxigênio zoa tecidos 
retoma a quase 40% do que pode ser transportado pelo sangue, 
A situação é invertida quando a pessoa volta para o nível do 
mar. A concentração de BPG dos eritrócitos também aumenta 
em pessoas com hipòxia, uma oxigenação reduzida dos tecidos 
periféricos por causa dc uma deficiência no funcionamento dos 
pulmões ou do sistema circulatório, 

O BPG liga-se à hemoglobina na cavidade existente entre as 
Mibunidades $ do estado T (Fig. 7-1?}, Essa cavidade é revestida 
por resíduos de aminoáddos com carga positiva, que interagem 
com os grupos de carga negativa do BPG, Diferente mente do 
O;, somente uma molécula de BPG Liga-se a cada tetrâmeru da 
hemoglobina. O BPG abaixa a afinidade da hemoglobina por 
oxigénio, pois estabiliza o estado I. A transição para o estado R 
toma mais estreita a fenda de ligação do BPG, impedindo a Liga- 
ção deste, Na ausénda de BPG, a hemoglobina é convertida paia 
o estado R com maior facilidade. 



Figura 7-17 - Ligação do BPG á desoxiemoglobina :a) A iigaçâü do 
BPG estabiliza o estado T da desoxiemoglobina, mostrada aqui como a 
erragem de uma supedíoe entrelaçada (b> As cargas negativos òo BPG 
interagem com vá nos grupos com carga negativa (mostrados em azul 
nesta imagem GRASP da magerr da suprrkie) que o bolso 

entrt as sutxnidades f) no estado T. tó A fenda de hgaçâo para o BPG 
desaparece com a oxigenação, após a transição para o estado R (Ccm- 
oare íbí e Ití 1 comi a F«g 7-10 J 


171 


A regulação da Ligação do oxigénio á hemoglobina pelo BPG 
tem um papel importante no desenvolvimento fetal. Como o 
feto precisa extrair oxigênio do sangue da mãe h a hemoglobina 
letal precisa ter maior afinidade com 0 2 do que a hemoglobina 
materna. Nos fetos são sintetizadas subunídades y em vez de 
subunidades p, formando hemoglobina a 2 y 2 , Esse tetrâmero tem 
uma afinidade muito menor com BPG do que a hemoglobina 
normal do adulto, e, assim, uma afinidade maior com Ü 2 . 

A anemia falciforme é uma doença 
molecular da hemoglobina 

A grande importância da sequência de aminoáddos para a de- 
terminação das estruturas secundária, terciária e quaternária das 
proteínas globulares e> dessa maneira, de suas funções biológi- 
cas é demonstrada de maneira muito dara pela anemia faldfor- 
me, uma doença humana hereditária, fi sabido que, na popula- 
ção humana, ocorrem mais de 300 variantes genéticas da hemo 
globina. A maioria dessas variações consiste em diferenças em 
apenas um resíduo de aminoáeido. Os efeitos sobre a estrutura e 
a função da hemoglobina são, com frequência, pequenos, mas 



Figura 7- IS - Comparação de entróciíos normais, unifonmes, côncavos (i 
células va fiam de normais a espinhosas ou falei formes. 


algumas vezes podem ser marcantes. Cada variante da hemoglo- 
bina é o produto da alteração de um gene. Os genes variantes 
sào denominados alei os. Como, geralmente, os seres humanos 
têm duas cópias de cada gene, um indivíduo pode ter duas cópi- 
as de um ülelo ( sen do, portanto, homozigoto para aquele gene}, 
ou uma cópia de cada um de dois alei os diferentes fheterozign- 
tos). A anemia falciforme é uma doença genética na qual um 
indivíduo herda um aleio para a hemoglobina falciforme de 
ambos os pais. Os eritródtos desses indivíduos são em menor 
número e anormais. Além de um aumento desproporcional do 
número de células imaturas, o sangue contém muitos eritród- 
tos longos, delgados, em forma de meia-lua, que se assemelham 
á lâmina de uma foice (Fig. 7-18). Quando a hemoglobina das 
células faiciformes (denominada hemoglobina S) é desoxigena- 
da, ela se forna insolúvel e forma polímeros que se agregam em 
fibras tubuiosas (Fig, 7-19), A hemoglobina normal (hemoglo- 
bina A) permanece solúvel na desoxigenação. As fibras insolú- 
veis da hemoglobina S t desoxigenada, sào responsáveis pela de- 
formação falciforme dos eritródtos, e a proporção de células 
faiciformes aumenta muito com a desoxigenação do sangue. 



(b) 

i), com eritródtos de forma variada vistos na anemia falciforme {b}. Estas 



(a) 


Figura 7-19 — Hemoglobina normal e falciforme. (a; Ditefenças 
sutis entre as conformações da hemoglobina A e S resultam da troca 
d 9 um único amiroácido nas cadeias p. (b) Em consequência dessa 
troca, a desoxiemoglobina 5 tem uma região hidrofóbica oa superfí- 
cie. que causa a agregação das moléculas em cordões,, ds quais se 
alinham forma ndu fibras insolúveis. 



Interaçlo entre moléculas 



Alinhamento e cristalização (formação de fibras) 



172 


Essas propriedades alteradas da hemoglobina S resultam da 
substituição de um único aminoácido, um resíduo Vai em vez 
de um resíduo Glu na posição 6 das duas cadelas [3. O grupo R 
da valina não tem carga elétrica* enquanto* em pH 7,4* o glutama- 
to tem uma carga negativa. Por isso, a hemoglobina S tem duas 
cargas negativas a menos do que a hemoglobina A, uma para 
cada uma das duas cadeias J3, A substituição do resíduo Glu por 
Va! cria um ponto de contato hidrofóbico gmdento na posição 
6 da cadeia [3, que fica na superfície externa da molécula. Essas 
regiões grudentas fazem com que as moléculas de desoxiemo- 
globina se associem de maneira anormal umas com as outras 
formando longos agregados fibrosos característicos dessa doença. 

A anemia falciforme ocorre em indivíduos bomozígotos para 
o alelo falciforme do gene que codifica a subunidade |3 da he- 
moglobina. Os indivíduos que recebem o alelo Fale i To r me de 
somente um dos pais e são* portanto* heterozigotos* possuem 
uma condição mais discreta denominada de traço falciforme; 
somente cerca de 1% de seus erítrócitos tornam-se falciformes 
na desoxigenação. Esses indivíduos podem levar uma vida com- 
pletamente normal desde que evitem exercícios intensos ou ou- 
tros tipos de estresse para o sistema circulatório. 

As pessoas com anemia falciforme sofrem crises freqüentes 
causadas por exercício físico. Tomam-se fracas, com respiração 
curta* e também apresentam murmúrio cardíaco e pulso acele- 
rado. O teor de hemoglobina de seu sangue é de somente cerca 
da metade do valor normal, de 15 a lóg/lOOml» porque as célu- 
las falciformes são muito frágeis e se rompem com facilidade* o 
que resulta em anemia. Uma oonseqüéncia ainda mais séria é o 
bloqueio anormal dos capilares pelas células longas* o que pode 
causar dor intensa e interferir com a função normal dos órgãos 
— um fator importante para a morte precoce de muitas das pes- 
soas com essa doença. 

Sem tratamento médico* as pessoas com anemia falciforme 
geralmente morrem na infância. Não obstante, o alelo falcifor- 
me é bastante comum em certas partes da África. A pesquisa 
sobre a persistência de um alelo que é tão oh via mente deletério 
a indivíduos homozigotos levou â descoberta de que esse alelo 
confere uma pequena mas significativa resistência às formas le- 
tais da malária nos indivíduos heterozigotos. A seleção natural 
deu origem a uma população de alelns que equilibra os efeitos 
deletérios da condição homozigota com a resistência contra a 
malária favorecida pela condição heterozigota. 

Interações Complementares entre 
Proteínas e Ugantes: Sistema 
Imunolõgico e Imunoglobulinas 

Nossa discussão sobre as proteínas Ugantes de oxigénio demons- 
tro u como a con form ação dessas proteí nas pod e afeta r e ser afe- 
tada pela ligação de pequenos ligantes (Ü 2 ou GO} ao grupo 
berne, Entretanto* a maioria das interações proteína- Ugante não 
envolve um grupo prostctico. Em vez disso* o sítio de ligação de 
um ligante assemelha-se* mais frequentemente* ao sítio de liga- 
ção do BPG da hemoglobina — uma fenda na proteína revesti- 
da por resíduos de aminoácidos dispostos de maneira a tornar 
altamente específica a interação de ligação. Nos sítios de ligação* 
a norma é uma discriminação eficiente entre os ligantes* mesmo 
quando estes apresentam apenas diferenças estruturais mínimas. 

'lodos os vertebrados têm um sistema imunolõgico capaz 
de distinguir o “próprio” do “não -próprio" e, então* destruir as 
entidades identificadas como não-próprias. Dessa maneira, o 
sistema imunolõgico elimina vírus, bactérias é outros patúge- 
nos, assim como quaisquer moléculas que possam vir a consti- 


tuir uma ameaça ao organismo. Em nível fisiológico* a resposta 
do sistema imunolõgico contra um invasor é constituída por 
um conjunto de interações» complexas e coordenadas, entre di- 
versas classes de proteínas, moléculas e tipos celulares. Entre- 
tanto* em termos das proteínas individuais* a resposta imune 
demonstra como um sistema bioquímico, extremamente sensí- 
vel e específico, é construído com base na interação de ligantes a 
proteínas. 

A resposta imunológica caracteriza-se por um grande 
número de células e proteínas especializadas 

A imunidade é função de uma variedade de leucócitos (glóbulos 
brancos), incluindo macrófagos e linfõcitos, os quais se originam 
de células-tronco indiferenciadas, originárias da medula ó&ea* Os 
leucócitos podem sair da corrente sanguínea e patrulhar os teci- 
dos* cada célula produzindo uma ou mais proteínas capazes de 
reconhecer e ligar-se a moléculas que sinalizam uma infecção. 

A resposta imunológica consiste de dois sistemas comple- 
mentares, o sistema imunolõgico hu moral e o celular. O ramo 
humoral do sistema imunológico (do latim humor, “fluido”) é 
dirigido contra infecções bacterianas e vírus extracelulares (os 
encontrados nos fluidos do corpo), mas também pode ser ativa- 
do por proteínas particulares injetadas no organismo. O ramo 
celular do sistema imunolõgico destrói não só as células do hos- 
pedeiro infectadas por vírus* como também alguns parasitas e 
tecidos transplantados. 

As proteínas no âmago da resposta imunológica hu moral 
são proteínas solúveis denominadas anticorpos* ou imunoglo- 
hulinas, freqtlentemente abreviadas por lg. As imunoglobulinas 
ligam -se a bactérias» vírus ou macro moléculas Identificados 
como estranhos e os marcam para serem destruídos. Consti- 
tuindo até 30% do total das proteínas do plasma* as imunoglo- 
biilinas são produzidas por Linfóritos B, ou células B. 

Os agentes no âmago da resposta imunológica celular são uma 
classe de Jlnfócítos T, ou células T (assim denominadas porque os 
Últimos estágios de seu desenvolvimento ocorrem no rimo) co- 
nhecidas por células T dlotóxicas (células T c , também denomi- 
nadas células T assassinas* “killer ceiis”). No reconhecimento de 
células infectadas ou de parasitas participam proteínas denomi- 
nadas receptores da célula T situados na superfície das células T c . 
No Capítulo 2 fpãg. 22) foi explicado que os receptores são proteí- 
nas geralmente encontradas na superfície externa das células e atra- 
vessam a membrana plasmática; eles reconhecem e ligam ligantes 
extracelulares, desencadeando mudanças dentro da cél ul a. 

Além das células T dtotóxicas, as células T auxiliadoras ( hei- 
per* Th) têm a função de sintetizar proteínas sinalizadoras solú- 
veis denominadas citocinas» entre as quais estão as interieucinas. 
As células Th interagem com macrófagos. A Tabela 7-2 resume a$ 
funções dos vários leucócitos do sistema imunológico. 


Tabela 7-2 - Alguns tipos de leucócitos associados ao sistema imu- 
nológico 


Tipo celular 

função 

Macrófagos 

Ingerem partículas e células por fagocitose 

Linfóritos 8 
(células B) 
Linfõcitos T 

(células T) 

Produzem e secreta m anticorpos 

Células citotárneas 

Interagem com células infectadas do 

(assassinai) {T c ) 

hospedeiro pelos receptores da superfície 
de células T 

Células T "helpçr" (Th) 

Interagem com macrófagos e secretam 
citocinas (interieucinas) que estimulam a 
proliferação de células T Cr T H e B 
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Cada proteína de reconhecimento do sistema imunológico, 
seja ela o anticorpo produzido por um a célula B, seja ela um 
receplor da superfície de uma célula T, combina-se especifica- 
mente com uma estrutura química particular, distinguindo-» 
de virtualmente todas as outras existentes. Os seres humanos 
são capares dc produzir mais de 10* anticorpos diferentes, com 
especificidades de ligação distintas. Essa extraordinária diversi- 
dade toma provável que qualquer estrutura quimicã da superfí- 
cie de um vírus ou célula invasora seja reconhecida e ligada por 
um ou mais anticorpos. A diversidade dos anticorpos são o re- 
sultado de rearranfo ao acaso de um conjunto de segmento* gé 
nkos de imunogtobuJirus por mecanismos de rrvombmação 
genética que serão discutidos no Capítulo 25. 

Alguma* propriedades das interações cnbt os anticorpos, 
cm receptores de células X e as moléculas a que eles se ligam sio 
particulares do sistema imunologico. e uma nomenclatura es* 
pecíalizada é u til irada para descrevé-lai. Toda molécula ou pa- 
lógeno capa/, de induzir unu resposta imunológica é denomi - 
nado de anisgcno. Um antígeno pode ser um vfrus, uma parede 
celular bacleriana ou uma proteína ou outra macro molécula 
particular. Um antígeno complexo pode Interagir com vários 
anticorpo* diferentes. Um anticorpo, ou receptor de célula X 
particular liga uma única estrutura molecular característica na 
superfície do antígeno, denominada determinante antigénico 
ou epitopo, 

Não seria produtivo para o sistema inumológíco responder 
a pequenas moléculas que são intermediários comuns e produ- 
tos do metabolismo cd ular, As moléculas com M r < 5.ÜÜÜ geral- 
mente não são antigênicas. Entretanto, em laboratório, peque- 
nas mblécutaa podem ser covalentemente acopladas a proteínas 
de elevado peso molecular, e sob essa forma elas podem induzir 
uma resposta imunológica, Essas moléculas pequenas são de- 
nominadas ha plenos. Os anticorpos produzidos em resposta a 
haptcnm con jugados a proteínas ligar-se-ão às mesmas peque- 
nas moléculas mesmo quando das estiverem livres. Algumas 
veres esses anticorpos são usados para criar testes analíticos, 
descritos mais adiante neste capítulo. 

As interações do anticorpo com o antigeno são muito mais 
bem compreendidas do que as propriedades de ligação do* re- 
ceptores das célula T. Entretanto* antes dc dirigir nossa atcttçáo 
para os anticorpos, precisamos invtstigar mais detalhadamente 
c» sistemas imunològkos humoral e cefuLar de modo a colocar as 
interações bioquímicas fundamentais num contexto adequado. 

A apresentação de peptídeos na superfície das 
células distingue o -próprio" do "não-própriò" 

O sistema imune precisa identificar e destruir patógenos. mas 
também reconhecer e não destruir as proteínas e as células nor- 
mais do organismo hospedeiro — o “próprio*, O reconheci- 
mento dc antígenos prolékos do hospedeiro é mediado pelas 
proteínas MHC [do inglês "major hiítocompatibilirycomplex”. 
complexo principal de histocompatihilidadeh As proteínas 
MHC ligam fragmentos de peptídeos de proteínas digeridas 
pelas células apresentadoras de antígeno e os apresentam na 
superfície externa dessa célula. Normalmente, esses peptídeos 
ião derivados da digestão de proteínas celulares, mas, durante 
uma infecção por vírus, proteínas virais também são digeridas 
e apresentadas em associação com proteínas do MHC. Üs frag- 
mentos de peptídeos de proteínas estranhas apresentadas com 
proteínas MHC constituem os antígenos que o sisiema imu- 
nológico reconhece como “não-próprio" Receptores de células 
T ligam esses fragmentos e desencadeiam as etapas subsequen- 
tes da resposta imunológica. Há duas classes de proidnas MHC 


(Fig. 7-20), que diferem tanto na sua distribuição entre os tipos 
celulares como na fonte das proteínas digeridas cujos peptídeos 
elas apresentam. 

As proteínas MHC classe 1 (Bg. 7-2U são encontradas na 
superfície de virtual mente todos a> células dos vertebrados. Há 
inúmeras variantes na população humana, o que as coloca mire 
as proteínas mais polimorficas. Como cada indivíduo produz 
até seb variantes da proteína MHC classe 1. e improvávd que 
dois indivíduos quaisquer tenham o mesmo conjunto. As pro- 
teínas MHC dasse 1 ligam e aprese ruam peptídeos provenientes 
da degradação e "tu mover de proteínas, que ocorrem ao acaso 
dentro da célula. Esses complexos de peptídeos e proteínas MHC 
da sse 1 são os alvos dc reconhecimento dos receptores da célula 
T das cdulas Tr do sistema ímunológa co edubr, O padrão geral 
do reconhecimento pdo sistema imunulõgko foi descrito pri- 
meiramente por Rolf Zmitemjgd. e Peíer Poberty. em 1974. 

Cada célula T, tem muitas copias de um tinko receptor da 
célula T que é especifico para um determinado complexo peptí- 
deoH-proteina MHC classe I. A fim de evitar a geração de uma 
legião de céluías X: que atacaria e destruiria células normais, a 
maturação das células Tc no limo indut um rigoroso processo 
de seleção negativa que elimina mais de 85% das células X: em 
desenvolvimento, incluindo aquelas que poderiam reconhecer e 
ligar-se a proteínas MHC classe l que estivessem apresentando 
peptídeos de proteínas celulares do próprio organismo. As célu- 
las Tc que sobrevivem e amadurecem são aquelas com recepto- 
res de célula T que não se ligam às proteínas do próprio organis- 
mo. Disso resulta uma população dc células que ligam peptídeos 
estranhos associados a proteínas MHC classe I da célula hospe- 
deira. Essas interações de ligações levam à destruição de parasi- 
tai e células infectadas pur vírus, Quando um órgão é trans- 
plantado, suas proteínas MHC classe I estranhas também são 
ligadas por células T c , levando à rejeição do tecido. 

As proteínas MHC classe II ocorrem na superfície de alguns 
tipos de células especializadas que captam antígenos estranhos e 
que induem macrofagos e linfóçttos R. Do mesmo modo que as 
proteínas MHC classe 1, as proteínas MHC ctasse II são altamente 
pçriimòf-fícas, com muitas variantes na população humana. Cada 
ser humano é capaz de produ/ir até 12 variantes e, portanto, é 
improvável que quaisquer dms indivíduos tenham um conjunto 
idêntico de variantes. As proteínas MHC disse II ligam e apre- 
sentam peptídeos derivados não dás proteínas celulares, mas dr 
proteínas externas ingeridas pdas células. Os complexos proteí- 
nas MHC diffle Jl— pcpiidro resultantes são os alvos para a liga- 
ção de receptores dte céi ulas T das várias células T “hdper“ i auxilia- 
res}. As células X,. do mesmo modo que as cdulas T 0 passam por 
um processo de seleção rigoroso no timo, sendo eliminadas aque- 
las que reconhecem as proteínas cduJares do próprio indivíduo. 

A despeito da eliminação da maioria das células T { e T H 
durante o processo de seleção no timo, um número muito gran- 
de sobrevive, e essas células participam da resposta imuno lógi- 
ca, Cada célula sobrevivente tem um único tipo de receptor da 
célula T que pode ligar-se a somente uma determinada estrutu- 
ra química. Q conjunta das células X as quais patrulham a cor- 
rente sangüínea e os tecidos, expressa milhões de diferentes es- 
pecificidades de ligação nos seus receptores das células T. Na po- 
pulação de células T, alta mente variada, quase sempre há um 
contingente de células que pode ligar especificamente qualquer 
antfgeno que possa aparecer. A vasta maioria dessas células nunca 
encontra um antígeno estranho ao qual ela possa ligar-se e, tipi- 
camente, morre em alguns dias. sendo substituída por novas ge- 
rações de células T que patrulham incessamemente em busca da 
interação que desencadeará a resposta imunológica completa. 
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Domínios hipervariáveis 


Cadeia ti 


Cadeia p 



(a) Proteína MHC classe I 


fb) Proteína MHC classe II 
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Figura 7-20- Proteínas MHC Estas proteínas consistem de cadeias a e p, Nas proteínas MHC de classe I {a) r a pequena cadeia p é invariável, mas a 
sequência da cadeia a mostra um alto grau de variabilidade localizada em domínios particulares da proteína, que estão expostos na superfície da 
célula. Cada ser humano produz até seis cadeias o diferentes para as proteínas MHC classe I. Nas proteínas MHC ciasse II (b) r ambas as cadeias a e p 
têm regiões com variabilidade relativamente alta próximo a suas extremidades aminoterminais. 




(b) 


Figura 7-21 - Estrutura de uma proteína MHC de classe I hu- 
mana. (a) Esta imagem obtida, em parfe r da estrutura determinada 
para a porção extracelular dessa prgteina. A cadeia a da MHC ê 
mostrada em cinza; a pequena cadeia p, em azul; as ligaçóes dissul- 
feto, em amarelo. Um ligante lrgado r peptideo derivado do HlV r ê 
mostrado em vermelho, (b) Vrsta de cima mostrando uma imagem 
do contorno da superfície do sítio ao qual os peptideos são ligados e 
apresentados. O peptídeo HIV (vermelho) ocupa o sítio. Essa parte 
da proteína MHC classe I interage com receptores da célula T. 


Interações moleculares na superfície celular 
desencadeiam a resposta i munológíca 

Um aniígmo novo t, com frequência, um indicativo de uma in- 
fecção — um sinal para o sistema i munológico de que um vinis 
ou outro parasita pode estar crescendo rapidamente no orga- 
nismo, As poucas células TeB, que expressam receptores* ou 
anticorpos* que ligam o antfgeno* precisam propagar- se de ma- 
neira rápida e seletiva* a fim de eliminar a infecção, Uma infec- 
ção a vírus hipotética ilustra como isso ocorre. 

Quando um vírus invade uma célula* de faz uso de funções e 
recursos das células a fim de replicar seu ácido nudéieo e criar 
proldnas virais. Um vez dentro da célula, as macrnjnoléeulas do 
vírus sào rdativamenle inacessíveis aos anticorpos do sistema inui- 


nolôgico humorai. Entretanto, algumas das proteínas MHC cias- 
se I que chegam à superfície de uma célula infectada geralmente 
apresentam fragmentos de peptídeos dc proteínas virais, os quais 
podem então ser reconhecidos por hnfócilo T c . Vírus. maduros 
tonum-se vulneeívets ao sistema ímunológko humorai ao se- 
rem liberados da célula infectada e se apresentarem durante al- 
gum tempo no meio extracelular. Alguns são* então* ingendos por 
maertífagos (que ingerem somente os anúgenos reconhecidos por 
anticorpos produzidos por uma determinada célula B). Fragmen- 
tos de peptídeos virais são apresentados na superfície dos macró- 
fagosi e células B* formam complexos com proteínas MHC cksse 
iK e os peptídeos antigénicos desencadeiam uma resposta múlti- 
pla que envolve células B. células T, e células Th ÍF»g- 7 22)* 



Receptor de Ffeceptinf dc * 

célula T intírleudria Interlcuuna-Z. 4 


Célula lisada liberando 
partículas e antlgenos do 
vjrus; algumas sào ligada» 
por anticorpos. £ 


Célula 
infectada com 
célula T c 
ligada a MHC 


via receptor de cetüU T e 
CD4 A célula B prolifera e 
produz anticorpo» 
snlúv^els, estimulada por 
iiUerlcucinav 


Célula 
infectada 
destruída par 
célula To 


Células de mcnvsdj 


T^TkB 


ftgura 7-12 - V«ao geral da resposta imunolégícj a gnu intacçto virai Os passos intfrflduars estio dewntos no texto 
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Os complexos proteínas MHC classe I-peptldeo em células 
Infectadas são reconhecidos como estranhos e ligados pelas cé- 
lulas T (: que expressam receptores de célula T dotados da especi- 
ficidade de ligação adequada, Os receptores das células T res- 
pondem somente aos peptídeos antigênicos formadores de com- 
pJexos com proteínas MHC classe I. As células T tJ têm um 
receptor adicional, CDB, também denominado co- receptor, que 
intensifica as interações de ligação dos receptores das células T e 
proteínas MHC (Fig. 7-22, no meio, à esquerda). As células Tc 
justificam seu nome de células T assassinas (“killer”), pois des- 
troem as células infectadas com vírus, com os quais formaram 
um complexo por meio de seus receptores de célula T. A morte 
celular é provocada por vários mecanismos, nem todos bem com- 
preendidos. Um mecanismo envolve a liberação de uma proteí- 
na denominada perforim, que se liga à membrana plasmática 
da célula -alvo e se agrega a ela, formando poros moleculares que 
destroem a capacidade dessa célula de regular seu meio interno. 
As células Tu também induzem um processo denominado mor- 
te celular programada, ou apoptose, em que as células que for- 
mam com plexos com as células Tc passam por mudanças meta- 
bólicas que rapidamente conduzem à sua morte. 

As células T t ; com especificidade adequada precisam prolife- 
rar seletivamente, quando há necessidade de destruir um grande 
número de células infectadas com virus. F&ra esse fim, células T r 
complexadas a uma célula infectada passam a expressar, na sua 
superfície, receptores para as proteínas sinalizadoras denomina- 
das interleucinas. As interleucinas, secretadas por uma variedade 
de células, estimulam a proliferação somente das células T e B 
dotadas dos receptores específicos para essas interleucinas. Como 
as células T e B somente produzem receptores de interleucinas ao 
formarem um complexo com um antígeno, as únicas células do 
sistema imunológico que proliferam são as poucas capazes de res- 
ponder a esse antígeno. O processo da produção de uma popula- 
ção de células por meio da reprodução estimulada de uma deter- 
minada célula ancestral é denominado seleção donal. 

Os peptídeos complexados a proteínas MHC classe II e apre- 
sentados na superfície de macrótágos e de linfócitos B são ligados 
de modo semelhante por receptores de célula T das células T M . As 
células Th também possuem um receptor denominado CD4,que 
intensifica as interações de ligação dos receptores da célula T. Essa 
interação geral de ligações, conjuntamente com sinais molecula- 
res secundários que, presentemente, estão sendo identificados, 
ativa as células Th- Uma subpopulaçao de células Th ativadas se- 
creta uma pequena proteína sinalizadora denominada interleuci- 
na-2 (IL-2; M T 1 5.000), que estimula a proliferação de células Tc e 
Th vizinhas possuidoras dos receptores para interlcucina apro- 
priados, Isso aumenta muito o número de células do sistema imu- 
nológieo disponíveis capazes de reconhecer e responder ao antí- 
geno. Outra subpopulação de células T H ativadas que formam 
complexo com macròfagos ou linfócitos B secreta interleucina-4 
ÍIL-4; M r 20.000), que estimula a proliferação de células 14, as quais 
reconhecem o antígeno (Fig. 7-22, à direita, embaixo), A prolife- 
ração das células B, T t: e T K que estão respondendo continua en- 
quanto o antígeno adequado estiver presente. 

As células B em proliferação promovem a destruição de 
quaisquer vírus ou células bacterianas extracehiiares, Primeiro, 
elas secretam grandes quantidades de anticorpo solúvel, o qual 
se liga ao antígeno. Esse anticorpo ligado recruta um sistema de 
cerca de 20 proteínas celular es* coletivamente denominadas com- 
plemento, porque elas complementam e intensificam a ação dos 
anticorpos. As proteínas do complemento destroem as capas de 
muitos virus ou* em infecções bacterianas, produzem furos na 
parede celular das bactérias causando seu intumesci mento e rom- 
pimento por choque osmótico. 


Diferentemente das células T, as células B não passam por 
uma seleção no timo para eliminar as produtoras de anticorpos 
que reconhecem proteínas do hospedeiro (próprio). Entretanto, 
as células B não contribuem de modo significativo para a res- 
posta imunológica, a menos que sua proliferação seja estimula- 
da por células T H . As células T K passam por uma seleção no timo, 
na qual são eliminadas todas as células T H capazes de estimular 
células B produtoras de anticorpos potencialmente perigosos 
para o hospedeiro. 

As próprias células T E , participam somente de modo indire- 
to da destruição de células infectadas e de patógenos, mas seu 
papel é critico para a resposta imune em seu todo. Isso é ilustra- 
do de modo dramático pela epidemia produzida pelo HIV (ví- 
rus da imunodeficiência humana), o vírus que causa a AIDS (sín- 
drome da imunodeficiência adquirida). Os alvos primários da 
infecção pelo H I V são as células T H , A eliminação dessas células 
incapacita progressívamente todo o sistema imune. 

Uma vez esgotado o antígeno, geral mente as células imune 
ativadas morrem em uma questão de dias, por morte celular 
programada, Entretanto, algumas das células B e T estimuladas 
amadurecem formando as células de memória. Essas células de 
vida longa não participam díretamente da resposta imune pri- 
mária quando o antígeno é encontrado pela primeira vez. Em 
vez disso, elas se tornam residentes permanentes do sangue, pron- 
tas para responder a um novo reaparecimento do mesmo anti- 
geno. Quando novamente desafiadas pelo antígeno, as células 
de memória podem montar uma resposta imune secundária que, 
geralmente, é muito mais rápida e vigorosa do que a resposta 
primária, por causa da expansão dona! prévia. Por meio desse 
mecanismo, uma vez expostos a um virus ou outro patógeno, os 
vertebrados podem responder rapidamente ao patógeno. Essa é 
a base da imunidade de longa duração conferida por vacinas e 
imunidade natural após infecções repetidas pela mesma cepa dç 
um vírus. 

Os anticorpos tém dois sítios de ligação 
aos antígeno* idênticos 

A imunoglobulina G (IgG) é a principal classe de moléculas de 
anticorpo e uma das proteínas mais abundantes do soro do san- 
gue. A IgG tem quatro cadeias polípeptídicas: duas grandes, de- 
nominadas cadeias pesadas, e duas leves, interligadas- por liga- 
ções cova lentes e dissulfeto formando um complexo de M r 
150.000. As cadeias pesadas de uma molécula de IgG interagem 
em uma das extremidades, depois se ramificam interagindo se- 
paradamente com as cadeias leves e formando uma molécula 
em forma de Y (Fig, 7-23), A imunoglobulina pode ser clivada 
por proteases na região da “dobradiça” que separa a base de uma 
molécula de IgG de seus “braços”. À clivagem com a protease 
papai na lihcra o fragmento da base, denominado Fç, por crista- 
lizar-se prontamente, e os dois ramos (“braços”), denominados 
Fab, que são os fragmentos liga dores do antígeno. Cada “braço” 
tem um único sitio combinatório com o antígeno. 

A estrutura fundamental das imunoglobulinas foi estabele- 
cida primeiro por Geral d Edetman e Rodney Porter. Cada cadeia 
é constituída por domínios identificáveis; alguns têm seqüência 
e estrutura constantes de uma ígG para a próxima, outros são 
variáveis. Os domínios constantes têm uma estrutura caracte- 
rística denominada alça da imunoglobulina, um motivo estru- 
tural bem conservado em toda a classe f). Em cada cadeia pesada 
há três desses domínios constantes e um em cada cadeia leve. As 
cadeias pesada e leve também têm um domínio variável cada uma, 
no qual se observa a maior parte da variabilidade na seqüência de 
resíduos de aminoãcidos. Os domínios variáveis associam-se para 
formar o sítio de ligação do antígeno {Fig. 7-24}. 
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Figura 7 23 - A «frufura da imunogiobtjlini G a Pares de cadevtt pesadas e leves corri» nam-se formando uma mofeciJa em Y Formam-se dcw 
fitos com&natânos de antígena peia auooação de domines vanâveis de uma cadeia leve (VJ com os de outra pesada (V«J- A dragem com papana 
separa a porçào Fab da porção R da proteína na 'dobradiça" A porção R da molécula também contem carbodratos associados (b) Um modelo em 
Iria dã prime ra molécula de ($6 competa a Sér cnslalfzada e analisada CSUuTura^nenle. Apesar de essa motécula conter duas cadèas pesadas idênticas 
íduas icmalfdades de azul) e duas côdeas leves Idénlics (duas tonahdad» de vermefric), ela se cnsiaftjou na conformação asiimétnça mostrada A 
flexibilidade da conformação pode ser importante para a função tias imunogFobulmas. 



Anticorpo 


Complexo 
iniigeno-ánli corpo 


Hggra 7-24 - Ugação de IgG a um antigtno a f im de criar um agusle dtimo para o antigeoo. com frequência os sites de ligação da kjG passam pot 
pequenas mudanças de conlormaçào Tal ajuste nduzido e comum a muia* interações cnotema-!<)artie 
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Em muitos vertebrados,, a IgG é so mente uma de cinco clas- 
ses de imunogkí bolinas. Cada classe tem um tipo característico 
de cadeia pesada* denominadas a, 0, c» j e p para IgA, IgD, EgE, 
IgG e ígM* respeclivãmente- Dois tipos de cadeia leve,* e X, ocor- 
rem cm todas as ciasses de imunogEobuJina*. As estruturas ge- 
rai® de IgD e lg£ sáo semdhantes a da IgG» A IgVÍ apresenta -sc 
□u sòb a forma de um monèmero preso a membrana* ou sob a 
forma scermdí que i essa estrutura básica que esta na forma de 
um pcnlámeno, mantido por meio de ligações cruzadas l Fig. 7- 
251- A [gA, encontrada principahnente em secreções coma a sa- 
liva, lagrima c leite, pode-se apresentar nas formas de monóme- 
ro> dímero ou irimem. A IgM é o primeiro anticorpo a ser sinte- 
tizado pelos trníòcilos Beo principal anticorpo nos estágios 
iniciais da resposta imimalógka primária. Algumas células B logo 
começam a produzir IgD (com o mesmo sítio de ligação de an- 
tígeno que a lg»M produzida pela mesma célula}, mas a função 
característica da IgD é menos dara. 

CadeiaN 



Figura 7-2 § - Fentámero IgM constituído por unidades de imuno 
globullna O pentámero possui ligações transversais formadas por pon- 
tes cbsulfeto A cadeia i é um pclipeptldeo de M, 20.000, encontrado 
tanto na IqA como na IgM 


A IgG descrita anteriormente ê o principal anticorpo das 
respostas rniunolágicas secundárias, 45 quais do iniciadas por 
células B de memória. Fazendo parte da imunidade atual do or- 
ganismo contra antígenos ia encontrados e reconhecidos, a [gG 
è a imunoglobuLina mais abundante do sangue. Quando a IgG 
se Itga a uma bactéria ou â um vírus invasor, eb nâo somente 
ativa o sistema do complemento, mas também certos leucócitos 
como os macrófagps, para englobar e desiruir o invasor. Ainda 
outra classe de receptores da superfície celular dos nwrófagos 
reconhece e liga a região Fc da IgG. Quando esses receptores Fc 
se ligam a um complexo anticorpo- patágeno, o macrófiago en- 
globa o complexo por fagoritose (Fig. 7-26). 

A IgB desempenha um papel importante na resposta alérgi- 
ca, interagindo com basõfilos (leucócitos fagocitários) do san- 
gue e com células secretoras de hi st a rni na denominadas mastò- 
citcs, ampla mente distribuídas nos tecidos. Essa imunoglobu- 
ltna se liga a basófüos e masEócitos por meio de receptores Fc 
especiais» presentes na superfície dessas células. Dessa forma, a 
IgE serve como uma espécie de receptor para o antígeno, Quan- 



Fígura 7-26 - Fagocitose de um virus ligado a um anticorpo por 
um macrúfago. As regiões Fr dos anticorpos ligam-se aos feceplores Fc 
da superfície do macrúfago, induzindo o macrõfago a englobar e d«- 
trurr o vírus, 

do o antigena se liga, as células silo Induzidas a secretar bista- 
mína e outras aminas biologicamente ativas, que causam dila- 
[ jçlo c jumento da permeabilidade dos. vasos sanguíneos. Acre- 
dita -se que esses efeitos sobre os vasos sangilinem facilitem o 
movimento de células do sisleim imunolôgico e de proteínas 
para os locais de inflamação. Elas também produzem os unto- 
mas nurmalmente associados com as alergias. O pólen ou outros 
ilérgenos são reconhecido* como estranhou o que desencadeia 
uma resposta tmucioLógtca normalmente reservada para os 
patógenos. 

Os anticorpos ligam -se firme 
e especifica mente aos antígenos 

A especificidade da ligação de um anticorpo é determinada pe- 
los resíduos de aminoácidos no domínio variável de sua?, cadei- 
as pesadas e leves, Muitos resíduos desses domínios são variá- 
veis, mas o são de modo desigual. Alguns, partícula rmenle os 
que constituem o sítio de ligação ao antígeno, são hlpervaríi- 
vds, sendo especial mente provável que sejam diferentes, A espe- 
cificidade é conferida peU complementaridade química entre o 
antígeno e seu sitio combinatório específico no anticorpo, em 
termos de forma e localização dos grupos com carga» apoiares e 
de pontes de hidrogénio. Por exemplo, um sitio de ligação com 
um grupa com carga negativa pode ligar um antígeno com uma 
carga positiva na posição complementar. Em muitos casos, a 
complementaridade é alcançada de modo interativo, pois, du- 
rante a aproximação do ligante, as estruturas do antígeno e do 
sitio de ligação se influenciam mutuamente. Ocorrem, então» 
mudanças de conformação do anticorpo e/ou antígeno que pos- 
sibilitam a interação completa dos grupos complementares, Ene 
é um exemplo de ajuste induzido íFig, 7-27), 

Uma interação anticorpo -antígeno típica é bastante forte, 
caracterizada por valores K, j de até I0" ,4> M (lembre-se de que um 
Kj mais baixo corresponde a uma interação de ligação mais for- 
te). O Xj reflete a energia derivada das várias interações iònicas, 
pontes de hidrogênio, hidrofóbicas c de van der Waah, que esta- 
bilizam a ligação. A energia dc ligação necessária pare produzir 
um Kj de ]ü" l0 M é de cerca de 65k|/mol. 

Um complexo constituído por um peptídeo derivado do H1V 
(um modelo de antígeno) e uma molécula Fab ilustra algumas 
dessas propriedades (Fig. 7-27), Neste exemplo, são particular- 
mente notáveis as mudanças da estrutura observadas na ligação 
do antígeno. 
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F*gori 7-27 - Ajusta nduíido da ligação d« um artôgenõ a Igü a mdécuta. nrwCErada err seu coolomo de superfiw. è o fragmento Faii de uma 
lg<j O aniigeno que «ia IgG íga ê um pept Oeo pequeno demado do HV Da* mtiuos da cadeia pesada (azul) ei/rdd cadeia Jew (rasa) «tâo em 
cor a 'm de a\à* pomos de referência visual *• Veta do fragmento Fato oíiando de ema para b*xo para o ano de ligação do antrgero £bi Mesma 
vista. mas aqu g fragmento Fáb esta na conlocmaçào fpgada" , o antigeno la Omrtido da imagem para que a uisia do sitio de ligação alterado não 
Itrase obstruída Note como houve aumento ria csvrdade de bgaçãa e varras grupos mudaram de posição (t> Mesma vista que em <bl. mas com o 
antlgeno no sitio de ligação representado por uma estrutura como um bastão vermelho 


A interação anticorpo-antígeno è a base de uma 
variedade de importantes procedimentos analíticos 

A extraordinária afinidade e espccifít idade da Ligação dos anti- 
corpos a& tomam valiosos reagentes analíticos. l>o«s tipos de 
preparação de anticorpos estão em uso: polídotuk e monodo- 
nais. Os anticorpos poUdonals são m produzidos por muitos 
linfócitos B diferentes respondendo a um antígeno, como por 
exemplo uma proteína injetada em um animal. Células da po- 
pulação de Linfócitos B produzem anticorpos que ligam dife- 
rentes epitopnsespedfkos dentro do antlgeno. Portanto* as pre- 
parações polídonais contém uma mistura de anticorpos que 
reconhecem diferentes partes da proteína. Os anticorpos mo- 
noclonais, diferememente. slo sintetizados por uma popula- 
ção de células B idênticas (um donel, crescidas em cultura de 
células. Esses anticorpos são homogêneos, e lodm reconhecem 
o mesmo epitnpn, As técnicas para a produção de anticorpos 
monoclcmais foram desenvolvidas por Georges Kõhler e Ccsar 
MiLsiein. 
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A especificidade dos anticorpos tem usos práticos. Um an- 
ticorpo selecionado pode ser acopkdn cova! entemente a uma 
resina e usado como uma coluna cmmatográfica de afinidade 
do tipo mostrado na Figura 5-1 Ôç. Quando uma mistura de pro- 
teínas é adicionada à coluna, o anticorpo ligará especifkamente 
sua proteína -aho e a reterá na coluna, enquamo as outras protd- 
Oãs serão removidas. A proteina-alvo pode. então, ser fluída da 
resina por uma solução salina ou por algum outra agente. Essa é 
uma fbramenia poderosa para a purificação de proteínas. 


Hm outra técnica analítica versátil, um anticorpo t ligado a 
um marcador radiativo ou a algum outra reagente que toma 
fácil detectá-lo, Quando o anticorpo prende a proteína alvu, a 
marca revela a presença da proteína em uma solução, ou sua lo- 
calização em um gel, ou até mesmo uma célula vim Algumas 
variações desse procedimento estão ilustradas na figura 7-28. 

O reste ELISA renzyme-linked imnnunosorbent assay") 
possibilita uma detecção rápida e a quantificação da presença de 
um antigeno em uma amostra [Fig. 7- 28b}. As proteínas de uma 
amostra são adsorvidas a uma superfície inerte* em geral os po- 
ços de uma placa de poliestireno com 96 poços. A superfície é 
lavada com uma solução de uma proteína qualquer (freqüen te- 
mente caseína obtida de leite em pó seco e desnatado), para im- 
pedir, nas etapas subsequentes, que outras proteínas sejam ad- 
sorvida* a essas superfícies. A superfície é, então, tratada com 
uma solução que contêm o anticorpo primário — um anticor- 
po contra a proteína na qual se tem interesse. Os anticorpos que 
nio se prenderam são lavados e a syperfkte é tratada com uma 
solução que contém anticorpos contra o anticorpo primário. A 
esses anticorpos secundários está covalentemente ligada uma 
enzima que catalisa a reação que gera um produto corado. De- 
pois dos anticorpos secundários serem removidos por lavagem, 
é adicionado o substrato do anticorpo acoplado à enzima. A for- 
mação do produto (monitorada pela intensidade da cor) é pro- 
porcional a concentração da proteína na amostra que interessa 
ao pesquisador. 

Fm um ensaio de transferência de antígenos (do inglês "im- 
munobkit Tr l (Fig, 7- 28c), as proteínas que foram isoladas por 
eletroforese em gri tão transferidas por detrofbresc para uma 
membrana de mtrocdulosc. Essa membrana é bloqueada (como 
descrito anteriormenle para o teste LUSA), tratada sucessiva- 
mente com anticorpo primário* anticorpo secundário acoplado 
à enzima e* final mente, ao substrato. Um precipitado corado for- 
ma-se somente na banda que contém a proteína de interesse. A 
transferência de anllgenos possibilita a detecção de um peque- 
no componente de uma amostra e dá uma indicação aproxima- 
da de seu peso molecular. 

Em capítulos posteriores examinaremos outras aspectos re- 
lativos aos anticorpos, Eles são esctremamenle importantes cm 
medicina e podem informar-nos muito sobre a estrutura das 
proteínas e sua ação sobre os genes. 
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Figura 7-26 - Técnicas com anticorpos. A reação especifica de um anticorpo com seu antigeno constitui a base de várias técrvcas que permitem 
identificar e quantificar uma proteína especifica em uma amostra complexa, (a) Representação esquemática do método geral, ib) Um teste com 
ÊLI$A para pesquisar a presença de anticorpos contra o vírus do herpes (HSV) em amostra de sangue. Os poços foram recobertos com um antigeno 
HSV, ao qual se ligarão os anticorpos contra HSV do sangue de pacientes. O segundo anticorpo é uma lg<j anti-humana ligada à enzima peroxidase. 
Amostras de sangue com maior quantidade de anticorpos anti-HSV apresentam-se na cor amarelo-vivo. (c) Uma transferência de antfgenos. As 
canaletas 1 a 3 provém de um gel de 5 D S; amostras de estágios sucessivos da purificação de uma proteína quinase foram separadas e coradas com 
"Coomassie blue' r . As faixas 4 a 6 mostram as mesmas amostras, mas estas foram transferidas por eletroforese para uma membrana de nitrocelu- 
lose depois de separação em gel de SDS. A membrana foi então desafiada com anticorpo contra a proteína quinase. Os números entre o gel e □ 
"■ímrnunúblori' indicam M r (x 1CT 3 ). 


Interações entre Proteínas Moduladas 
por Energia Química: Actina, Miosina 
e Motores Moleculares 

Os organismos movem-se. As organelas e as macro moléculas 
dentro das células movem-se, A maioria desses movimentos é 
resultante da atividade de um interessante grupo dc motores 
moleculares constituídos por proteínas. Alimentados por ener- 
gia química, geralmente derivada da hidrólise do ATP, esses gran- 
des agregados de proteínas motoras passam por mudanças cícli- 
cas de conformação, que se acumulam formando uma força dire- 
cional unificada — a diminuta força que separa os cromossomos 
de uma célula em divisão e a imensa força que fiz saltar um gato 
selvagem que pesa um quarto de tonelada. 


Como é fácil de se prever, as interações entre as proteínas 
motoras dependem de arranjos complementares de forças iô ni- 
cas, pontes de hidrogênio, hidrofóbicas e de van der Waals nos 
sítios de ligação das proteínas. Entretanto, nos motores protei- 
cos, essas interações atingem níveis excepcional mente altos de 
organização espacial e temporal. 

As proteínas motoras formam a base da contração dos mús- 
culos, da migração das organelas ao longo dos microtúbulos,da 
rotação dos flagelos das bactérias e do movimento de certas pro- 
teínas ao longo do DNA. Como observamos no Capítulo 2, den- 
tro das células, as proteínas denominadas quinesinas e dineínas 
movem -se ao longo de mkrotúbulos, fracionando consigo or- 
ganeías ou reorganizando os cromossomos durante a divisão 
celular (veja Fig. 2-l9>. Uma interação da dineína com microtú- 
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bulo» leva ao movimento dos flagelos e cílios dos eucariotos. O 
movimento do flagelo das bactérias envolve um motor rotaeio- 
nal complexo situado na base do flagelo (veja Fig, 19-32), Heli- 
eases. poli me rases e outras proteínas movem-se ao longo do D KA 
ao executarem suas funções no metabolismo do DNA (Capítulo 
25). Aqui, concentraremos nossa atenção no exemplo bem estu- 
dado das proteínas contráteís do músculo esquelético dos verte- 
brados como um paradigma de como as proteínas traduzem a 
energia química em movimento. 

As principais proteínas do músculo 
são a miosina e a actina 

A força contrátil do músculo é gerada pela interação de duas 
proteínas, miosina e actina, Essas proteínas se dispõem em fila- 
mentos que passam por interações transitórias e deslizam uma 
pela outra causando a contração. Juntas, a actina e a miosina 
constituem mais de 80% da massa protéica do músculo. 

A miosina (M r 540.000) tem seis subunidades: duas cadeias 
pesadas (Aí r 220,000) e duas cadeias leves (Af r 20,000). As ca- 
deias pesadas são responsáveis por grande parte da estrutura 
geral. Em sua extremidade carboxila, elas estão dispostas sob a 
forma de a-hélices enroladas uma em torno da outra forman- 
do uma espiral fibrosa com giro para a esquerda, semelhante à 
da ct-queraüna (Fig. 7- 29a). Em sua extremidade armno, cada 
cadeia pesada tem um grande domínio globular que contém 
um sítio no qual o ATP é hidrolisado, As cadeias leves estão 
associadas aos domínios globulares. Quando a miosina sofre 
um tratamento brando com a protease tripsina, grande parte 
da cauda fibrosa é clivada, dividindo a proteína em componen- 
tes denoininados meromiosinas leve e pesada (Fig. 7-29b). O 
domínio globular, denominado subfragmento 1 da miosina, ou 
Sl, ou simplesmente o grupo -ca beça da miosina, é liberado da 
meromiosina pesada por clivagem com papaína. O fragmento 
Sl produzido por esse procedimento é o domínio motor que 
possibilita a contração muscular, A estrutura geral do fragmen- 
to SS, determinada por Ivan Rayment e Hazel Holden, é mos- 
trada na Figura 7-29c, 

Nas células musculares, as moléculas de miosina agregam- 
se formando estruturas denominadas filamentos grossos (Fig, 
7- 30a). Essas estruturas, semelhantes a bastões, servem de eixo 
central da unidade contrátil. Dentro do filamento grosso, várias 
centenas de moléculas de miosina dispõem-se com suas "cau- 
das” fibrosas associadas formando uma longa estrutura bipolar. 
Os domínios globulares projetam-se de ambas as extremidades 
dessa estrutura formando conjuntos organizados empilhados em 
conjuntos regulares. 

A segunda proteína muscular importante, a actina, é abun- 
dante em quase todas as células de eu cario tos. No músculo, as 
moléculas de monômeros de actina, denominadas actina G (ac- 
tina globular; M, 42.000), asso ciam- se formando um políme- 
ro longo denominado actina F (actina jilamentosa). O fila- 
mento fino (Fig. 7-30b) consiste de actina F juntamente com 
as proteínas troponina e tropo mio sina, As partes filamento- 
sas dos filamentos finos formam-se com a adição de sucessi- 
vas moléculas de monômeros de actina a uma extremidade. 
Além disso, cada monômero prende ATP, e depois o hidrolisa 
em ADP, de modo que todas as moléculas de actina do fila- 
mento formam um complexo com o ADP. Entretanto, essa hi- 
drólise do ATP pela actina funciona somente na montagem 
dos filamentos; ela não contribui diretamente para a energia 
gasta na contração muscular. Cada monômero de actina do 
filamento fino pode ligar-se de modo firme e específico a uma 
cabeça de miosina (Fig, 7-30c). 



<c) 


Figura 7-29 - Miosina (a) A miosina tem duas cadeias pesadas {em 
duas tonalidades de rosa), o carboxiter minai forma uma espiral extensa 
(cauda) e o aminoterminal contém domínios globulares (cabeças). Duas 
cadeias leves (em azul) estão associadas a cada cabeça da miosina. (b) A 
divagem com tripsina e papaína separa as cabeças da miosina (frag- 
mentos 51) das caudas, (c) Representação em fita do fragmento 51 da 
miosina. A cadeia pesada está em cinza, as duas cadeias leves em duas 
tonalidades de azul. 
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Figura 7-30 - Principais, componentes: do músculo, ta) A miosina agrega-se formando uma estrutura bipolar denominada filamento grosso fb) A 
actina F é uma estrutura filamentosa resultante da montagem de mon&meros de actina G. os quais se polimerizam dois a dois, dando o aspecto de 
uma espiral com um monõmeno girando em torno do outro, para a directa. São mostrados uma micrografia eletrônica e um mcidelo de actina F. (c) Modelo 
espaço-cheio de um filamento de actina (vermelho) com uma ca beca de miosina (cinza ç duas tonalidades de azul) ligada a um mon&mem de actina, 
dentro do filamento, 


Proteínas adicionais organizam os filamentos 
finos e grossos em estruturas ordenadas 

O músculo é constituído de feixes paralelos de fibras muscula- 
res. Cada fibra è uma única célula multinudeada, muito grande, 
com 20 a lOOpm de diâmetro, resultante da fusão de muitas cé- 
lulas e, com freqüênda, cobre toda a extensão do músculo. Cada 
fibra, por sua vez, contém cerca de 1.000 nüofibrilas, com 2jjm 
de diâmetro, cada uma das quais consistindo de um grande nú- 
mero de filamentos grossos e finos, dispostos de modo regular, e 
que formam complexos com outras proteínas (Fig. 7-31). Um 
sistema de vesículas membranosas achatadas, denominado retí- 
culo sarcopfasmãtiicu, envolve Cada miofibrila, Examinadas ao 
microscópio eletrônico, as fibras musculares apresentam regiões 
alternadas de densidade eletrônica alta e baixa, denominadas ban- 
das A e 1 (Fig. 7-3 Ib, c). As bandas À e l originam-se da disposi- 
ção dos filamentos grossos e finos, que estão alinhados e parcial - 
mente superpostos. A banda ! é a região do feixe que, em secção 
transversal, contém somente filamentos finos, A banda A, mais 
escura, ocupa todo o comprimento do filamento grosso e inclui 
a região na qual os filamentos grossos e finos se superpõem. Uma 
estrutura delgada, denominada disco Z, perpendicular aos fila- 
mentos finos, divide a banda 1 em duas metades e serve de ânco- 
ra à qual os filamentos finos se prendem. A banda A também é 
dividida em duas metades por uma linha fina, a linha M, ou 
disco iM, uma região com alta densidade eletrônica situada na 
metade dos filamentos grossos. Toda a unidade contrátil, cons- 
tituída por feixes de filamentos grossos intercalados, em ambas 


as extremidades, com feixes de filamentos finos, é denominada 
sarcômero. A disposição intercalada dos feixes possibilita aos 
filamentos grossos e finos deslizarem uns pelos outros (por meio 
de um mecanismo discutido a seguir), levando a um encurta- 
mento de cada sarcômero (Fig. 7-32). 

Em uma de suas extremidades, os filamentos finos estão 
presos ao disco Z em um padrão regular. A montagem inclui as 
proteínas menores do músculo,, a-actinma, desmina e vimen- 
tina. Os filamentos finos também contêm uma proteína gran- 
de denominada nebulina (-7,000 resíduos de aminoácidos), 
que se acredita estar estruturada como uma hélice que alcança 
todo o comprimento do fila mento. De modo semelhante, a li- 
nha M organiza os filamentos grossos. Ela contém as proteínas 
paramiosma, proteína C e proteína M, Outra classe de proteí- 
nas denominadas titi nas, que são as maiores cadeias de poli- 
peptídeos individuais conhecidas (a titina do músculo cardía- 
co humano tem 26.926 resíduos de aminoácidos), une os fila- 
mentos grossos ao disco Z, dando uma organização adicional 
j estrutura geral. Entre suas funções estruturais, acredita-se 
que as proteínas nehulina e titina atuem como “maestros mo- 
leculares”, regulando o comprimento dos filamentos finos e 
grossos, respectiva mente. A titina estende-se do disco Z até a 
linha M, regulando o comprimento do próprio sarcômero e 
impedindo uma extensão excessiva do músculo. Nos organis- 
mos vertebrados, o comprimento característico do sarcômero 
varia de um músculo para outro, o que é atribuído à expressão 
de diferentes variantes de titina. 
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Figura 7 31 - Ertftjlura do musculo esquelélko a;- As fibras musculares sáo coraliturtas por ceMat mJtmudeadas, alongadas e intvKiJii v 
piowrtie^Tes da luvãa de mu<ia& células precursoras. Dentro oas febras ha mutas miofifanlas envokndas pe*o reoculo sarcopLasírâtrco menibraoow A 
□rçâ^ifaçad dos I lanemos grossos e Imos da miqlibnla da a esta um aspecto estriado Quando o m ustulo se cooifar. as bandas I ficam mais estreitas 
e os dscos l se aproxirnam. como yrsio nas rmcrograftas eletrônicas de must.uk> recado íbí e contraído (çj 
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figura 7-32 - Contração muscula* Os filamentos grossos sào 
estiolarás bootres cn^das peia associação de mu las reoíetu- 
lâs de rmoyna ai A co^traçào muscular Ocorre pelo desliza- 
mento dos D arrumos grossos e if»os uns pelos outros* o que 
resulta na acvBumaçâD dos tascos 2 de bar dss [ viãnhas, I bl Os 
filarrentos grossos e firas se mlefcaLdn dç tal moda que cada 
í lamemo grosso è óicondadd por ses fiarnemos froos 

flmlj A 


HaiuM 
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Os filamentos grossos de miosina deslizam 
ao longo dos filamentos finos de actina 

A interação entre* a actina e a miosina, do mesmo modo que 
entre toda* as pmtefnas e seus ligante$> envolve Ligações fracas. 
Quando o AT? nâo está ligado à mios ma, uma face da cabeça da 
mio&iftj liga-se firmemente à actina (Fig. 7-331 Quando o ATP 
Liga-se á miosina e é hidroEtsado em ADR e fosfato, ocorre uma 
série de mudanças cíclicas e coordenadas na conformação, na* 
quais a miosina libera é subon idade de actina F e Liga outra fu- 
bun idade mais adiante ao filamento fino. 

Esse eido tem quatro etapas principais (Fig. 7*33}, (D O 
ATP liga-se ã miosina. e abre-se uma fenda na molécula da mk>* 
sina, perturbando 4 interação actina -miosina de modo a libe- 
rar a actina ligada. Então, o ATP é hidrolisado (etapa cau- 
sando uma mudança na conformação da proteína* levando a 
um estado de "energia alta" que move a cabeça da miosina e 
muda sua orientação em relação ao filamento fino da actina. A 
miosma liga-se então fracamente a uma subon idade de actina F 
mais próxima do disco Z do que a que acabou de ser liberada, 
Com a liberação do fosfato, produto da hidrólise do ATP da 
miosina na etapa (I), ocorre outra mudança na conformação, 
na qual a fenda da miosina se fecha tom ando mais forte a liga- 
ção miosina -actina, Isso é rapidamente seguido pela etapa fi- 
nal, ®, um arranque durame o qual a conformação da cabeça 
da miosina retorna para a posição de repouso original, mudan- 
do sua orientação relativa à actina Ligada ao tracionar a cauda 
da miosina em direção ao disco Z. O ADR é liberado^ comple- 
tando o ciclo. Cada ciclo gera 3 a 4pN (pkonewtona) de força e 
move o filamento grosao 5 a Iflnm em relação ao filamento fino. 

Come há muitas cabeças de miosina em um filamento gros- 
so, sempre algumas (provavelmente de 1% a 3%) estarão ligadas 
aos filamentos fmos, Isso impede que o filamento grosso deslize 
de volta quando uma cabeça individual de miosina libera a su- 
b unidade de actina à qual ela estava presa. Dessa maneira, o fila- 
mento grosso desliza ativa mente para a frente, para além dos 
filamentos finos adjacentes, Esse processo, com coordenação 
entre os muitos urcômeros de uma fibra muscular, executa a 
contração do músculo. 

A interação entre a actina e a miosina precisa ser regulada 
de modo que a contração só ocorra em resposta a sinais ade- 
quados vindos do sistema nervoso. A regulação é mediada poi 
um complexo de duas proteínas, a tropomiosina e a troponin*. 
A tropomiosina liga- se ao filamento fino bloqueando os sítios 
de ligação dos grupos-cabeça da miosina. A tropo nina è uma 
proteína ligadora de Ca :t . Um impulso nervoso causa a Libera- 
ção de Ca 1 * do retículo sarooplasmático. O Ca 2 ‘ Liberado Itgs-se 
á troponina (outra proteína de ligação do ligante} e produz mu- 
dança na conformação dos complexos tropomiosina -troponi- 
na. expondo os sinos de ligação da miosina nos filamentos fi- 
nos. Segue-se a contração. 

O músculo esquelético em atividade requer dois tipos de 
funções moleculares que são comuns às proteínas — ligação e 
catálise. A interação actina- miosina, uma interação protdna- 
ligante semelhante à das imunogtobulinas com os aniigenos, 
é reversível e não muda os participantes. Entretanto, quando 
o ATP se liga à miosina, ele é hidrolisado em ADR e Pj. A mio- 
sina não é somente uma proteína ligante de actina, mas tam- 
bém uma ATPase — uma enzima, A funçio das enzima* como 
catalisadoras das transformações químicas é tópico do próxi- 
mo capítulo. 




Com a tudrôlnr dá ATT l|f *do 
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Figura 7-33 - Mecanismo molecular da contração muscular. As 

mudanças na conformação da cabeça da rriKHina, que estão acopladas 
ãs etapas do çiçlo hidrolitico do ATF; levam a miosma, sucessivamente, a 
dissociar-se de uma stibumdede de actina e, depois, associar-se à outra 
situada mais adiante no filamento fino de actina. Dessa maneira, as ca- 
beças de miosina deslizam ao longo dos filamentos finos, tracionando o 
agrupamento de fUamentos grosso* para o agrupamento de filamentos 
finos (veja Fig. 7-32). 
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Resumo . 


As funções das proteínas envolvem, com frequên- 
cia* interações com outras moléculas. Uma molé- 
cula ligada a uma proteína é denominada ligante* e 
o sítio da proteína ao qual ela se liga é denominado 
sítio de ligação. As proteínas não são rígidas e po- 
dem passar por mudanças de conformação quando 
um ligante se liga a e!as f processo denominado ajuste 
induzido. Em uma proteína tom múltiplas sub uni- 
dades, a ligação do ligante a uma subunidade pode 
afetar a ligação do ligante a outras subunidades, A 
ligação do ligante pode ser regulada. Às proteínas 
ligadoras de oxigênio, as proteínas do sistema imu- 
nológico e as proteínas motoras constituem mode- 
los úteis para ilustrar esses princípios. 

A mioglobina e a hemoglobina contêm um gru- 
po prostético denominado heme ao qual se liga o 
oxigénio, Q heme consiste de um único átomo de 
Fe 3 * coordenado dentro de uma porfirina, Algumas 
outras moléculas* tais como o CO e o NO, também 
podem ligar-se a o heme. A mioglobina é um único 
polipeptídeo com oito regiões a-helicoidais uni- 
das por dobras. Ela tem uma única molécula de 
heme localizada em uma fenda situada profunda- 
mente no do polipeptídeo. ü oxigênio liga-se re- 
versivelmente à mioglobina. Uma ligação reversí- 
vel simples pode ser descrita como uma constante 
de associação Para uma proteína monomérica, 
a fração de sítios de ligação ocupados por um li- 
gante é uma função hiperbólica da concentração 
do ligante. Como o Oj é um gás* o termo P#,, que 
descreve a pressão parcial do Oxigênio na qual uma 
proteína liga do ra de 0 3 está meio saturada com o 
oxigênio ligado* é usado no lugar de K A associa- 
ção e a dissociação de t) 3 dependem de pequenos 
movimentos moleculares da molécula da mioglo- 
bina, denominados “respiração”. 

A hemoglobina normal do adulto tem quatro 
subunidades que contêm heme, duas a e duas f). 
Elas têm estruturas semelhantes entre si e à da mio- 
globina, Interações fortes ocorrem entre subuni Ja- 
des diferentes (a e (3). A hemoglobina existe em dois 
estados mtercambiáveis* denominados T e R. O es- 
tado T é estabilizado por várias pontes salinas e é 
mais estável quando o oxigênio não está ligado. Á 
ligação do oxigênio promove uma transição para o 
estado R. 

A ligação do oxigênio à hemoglobina é alostf ri- 
ca t cooperativa. A ligação de 0 2 a um sítio de liga- 
ção da hemoglobina afeta a ligação de 0 2 a outros 
sítios semelhantes, um exemplo de comportamen- 
to de ligação alustérica. As mudanças de conforma- 
ção entre os estados T e R, mediadas por interações 
subunidade- subunidade* dão origem a uma forma 
de alusterismu denominada ligação cooperativa, A 
ligação cooperativa resulta em uma curva de liga- 
ção sigmóide e pode ser analisada pelo ^plüt" de f li LI. 
Dois grandes modelos foram propostos para expli- 
car a ligação cooperativa de Hgantes a proteínas com 
múltiplas subunidades, No modelo de concerto, 
todas as subunidades têm a mesma conformação 
em todos os momentos, e toda proteína passa por 
uma transição reversível entre duas conformações 


possíveis. A ligação sucessiva de uma molécula de 
ligante ã conformação de baixa afinidade facilita o 
modelo seqüencial; subunidades individuais podem 
passar por mudanças de conformação, A ligação de 
um ligante a uma subunidade muda a conformação 
dessa subunidade facilitando mudanças semelhan- 
tes em outras subunidades e Ligando ligantes adicio- 
nais a essas subunidades. 

A hemoglobina também liga H + e CO : , Em am- 
bos os casos, a ligação resulta na formação de pares 
de íonü, que estabilizam o estado T e enfraquecem a 
ligação de Q 3 * um fenómeno denominado efeito de 
Bohr, A ligação de H + e CCb à hemoglobina nos te- 
cidos promove a liberação de ü 3> e a ligação de O , h 
hemoglobina nos pulmões promove a liberação de 
H + e de COj, A ligação de 0 2 à hemoglobina tam- 
bém é modulada por 2,3-bifosfoglicerato, que se liga 
ao estado T e o estabiliza. 

A anemia falcifbrme é uma doença genética cau- 
sada pela substituição de um único aminoácido (Glu 
por Vai) na posição 6 das cadeias |3 da hemoglobi- 
na. Essa mudança produz uma zona hídrofóbíca na 
superfície da proteína* o que leva as moléculas de 
hemoglobina a se agregarem em feixes de fibras. 
Esses feixes dão aos eritrodtos uma forma de foice. 
Essa condição homozigota resulta em complicações 
médicas graves. 

A resposta imane é mediada por interações en- 
tre um conjunto de leucócitos especializados e suas 
proteínas associadas, Os linfócitos T produzem re- 
ceptores de célula T. Os linfócitos B produzem 
ímunoglobu finas. Todas as células expressam pro- 
teínas MHC, que apresentam peptídeos do hospe- 
deiro (próprios} ou antigênicos (não-próprios) na 
superfície da célula. .As células T “belper” induzem 
a proliferação daquelas células R e de células T dto- 
tóxicas produzindo imunoglohulinas ou receptores 
de células T que se ligam a um antígeno específico, 
um processo denominado seleção clonal. 

Os seres humanos têm cinco classes de imunn- 
globulinas, cada uma das quais possui funções bio- 
lógicas diferentes. A mais abundante é a IgG, uma 
proteína em forma de V com duas cadeias pesadas e 
duas cadeias leves. Os domínios perto das extremi- 
dades superiores do Y são hipervariáveis na ampla 
população de IgCis e formam dois sítios de ligação 
de antígeno. Geralmentc, uma dada imunoglobuli- 
na liga-se somente a uma parte* denominada epito- 
po, de um antígeno maior, A ligação envolve uma 
mudança de conformação da IgG, um ajuste indu- 
zido ao antígeno. 

Às interações proteína- ligante alcançam um grau 
especial de organização espacial e temporal nas pro- 
teínas motoras. A contração do músculo resulta de 
interações orquestradas entre a miosina e a actma* 
acopladas á hidrólise du ATE pela miosina. A mio- 
sina é constituída por duas cadeias pesadas e quatro 
cadeias leves, formando um domínio fibroso em 
espiral (cauda) e um domínio globular (cabeça). As 
moléculas de miosina são organizadas em filamen- 
tos grossos, que deslizam petos filamentos finos 
compostos efn grande parte de actína. A hidrólise 
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de àTP da miusina está acoplada a uma serie de 
mudanças de conformação da cabeça da muni na. 
levando à dissociação da miireuia de uma subuni- 
Jade de ac tina Fr j *ua rca^xiação eventual com 
outra subunida.de df actina F mais adiante no* fila- 
mentos de actina. Deva maneira, a miosina desliza 


ao brtgo dos filamentos de actina. A contrairão do 
músculo c estimulada pda Liberação de Ca v do re- 
tkufo sarcoplatmànco. O Cr ' liga-se * proteína tro- 
poniiu. levando a uma mudança dc conformação 
do complexo Tropcoina-troporniMiriJ, que desen- 
cadeia o rido de interações jciina-rruosina. 
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Problemas 


1 . Relação entre afinidade e tonsluilr de diuodaçàa. À pro- 
icina A tem um sitia de ligação pari a liganle X mm uma 
Kj de LCr^M. A proteína B tem um <út*n de ligaria para o 
tiganle X 05 m uitu Kj de H> Qual proteína tem uma 
afinidade maior com o liganic X? Explique seu raciocínio. 
Comeria o Àl_ para K„ para amKb as proteína* 

2- QoopcratÃddade negatóa. Qual ilta segumtrs utuaçàe* 
produziria um “ploU de Hül ium < I JO? Fxpíique seu 
raãoctnje em ruii ^íb: 

ia) A proteína tem muJupLas vuburiKlide*, cada uma 
(rm um único sitio de ligação- ligam*. A ügiçio do U- 
gante a um sitio diminui a afinidade de ouirm liiius para 
O | Lgantr. 

(b) A proirma é um pohpeptideo un k» com dois ttik* 
de hgação-liganie. cada um tendo uru afinidade diferente 
para o Hganie 

(c) A prerteina e um polípepodeo umeo com um úni- 
co sitio de l&açúu-Ligante. N'i purifitt^dr 4 preparação 
da proteína rrosira-ae heterogénea. contendo itpmus 
moléculas dc proteínas que estão pareiülmcnte desnatu- 
radas e. portanto, tém uma menor afinidade de ligação 
para o íigsntt 

3, Afinidade da minglobina e da hemoglobina com o oxi- 
génio. Qual c o efeito da* seguintes mudanças da afini- 
dade do Oj com a mioglnblíu e a hemoglobina? (a) Uma 
queda do pH do plasma do Hanguc de 7*4 para 7,2. [b> 
Uma diminuição da pressão parcial de CO; nos pulmões 
de 6kPü (prendendo a respifiçln) pani 2kPli (normal), 
(c) Um aumento do nível de BPC de míiM (altitudes nor- 
mais) para SmM (altitudes elevadas]. 

4, ( xioperativi dade da hemoglobina. I : im condições apro- 
priadas, a hemoglobina dissocia se em sua forma de qua- 
Ira subun idades. A sub unidade u i solida liga oxigénio, 
mas a curva de saturação dc Q? í hiperbólica, e não sig- 
móide. Além disso, a ligação do oxigémi» a uma suhuni- 
dade a isolada não é afetada pdi presença de H". CO; 
ou BPG. O que «sü observações mdiram subre a fome 
da çunponi ividade na hemoglobina? 

5, Comparação d* Ssemogiobifia fetal com a matem*. Fj- 
tudos do transporte de nsrgénio m grisufcr dc mamífe- 
ro* mostrarem que as Curva» dc saturação dc Oj do san- 
gue fetal c do maicma üo acemuádamente difereittev 
quando medidw sob n mornas condições. Q> erttródtas 
frtab confero um* variante eatníturaJ da heroogkjbm*, 
HbF. constituída por duas tdbutndáde* a e du» y (a ; y 3 b 
enquanto os erümdíiM mairt nm contém HbA iwzfc)- 



(il Em condiçAci fisiológicas, qual hemoglobina tem 
uma afinidade maior com o oxigénio, HbA ou HbF? Ei- 
pliquc. 

(b) Qual c o significado fiMolõgko das diferentes afi- 
nidades com Oj? 

(c) Quando todo o RH) c cuídadosunente removi- 
do dr amostras de HbA e HbF, as curvas de saturação de 
Oj medidas (e. consequentemente, ai afinidades por Oj) 
estão deslocadas pira a esquerda. Entretanto, agora a 
HbA tem uitu maior afinidade com o oxigénio do que i 
HbF. Quando o BPG t reíntroduzido. as curvas de satu- 
ração dc D; voham ao normal, tomo mostrado ao grá- 
fico. Qual c o efeito do BPG sobre i afinidade da hemo- 
globina com Qj? Conto i possivd usar essa informação 
para explicar as diferente* afinidades dc Oj da hemo- 
globina fetal e materna* 

& Várunte* da hemoglobina Há quase 300 vanames da 
hemoglobina, que ocorrem nalut almente. A maiona re- 
sulta da substituição de um único ammoácido em uma 
cadeia polipcplídka da gkihiru. Algumas variantes pro- 
duzem doença clinica, apesar de nem todas as variantes 
terem efeitos deletérios. A seguir é apresentada uma pe- 
quena amostra: 

HbS (Hb fakiforme): substituição de uma Vai por uma 
Glu na superfície, 

Hb Cowtown: elimina um por de fom envolvidos na es- 
tabilização do estado T. 

Hb Memphis: substituição de um resíduo polar sem car- 
ga por outro de tamanho scmclhanic na superfície. 
Hb Bibba: substituição de uma Pro por uma Leu envol- 
vida em uma ct- hélice, 

Hb Milwaiikee: substituição de uma Glu por uma Vat 
Hb Providence; substituição de uma Asn por mm Ly* 
que, nomialnvenie. a projeia pare dentro da cavida- 
de central do íetrimero. 

Hb Phüly: substiiuiçã 0 de uma Phe por uma TVr. nim- 
pertdu pomes de hidrogénio na interface oji- 
fisphque suas escolhas pura coda item « seguir 
lit A varianicde Hb com mcmir probabOidadc decau- 

(b) A(i.t vinAiTlcliJ com maior probabilidade dc mos- 
trar vxknes de pi dilrrcnlc* doa da HbA quando corridos 
em um gd de ivocietrufecalBação. 

(c) A( s I v imolei *1 wm maior probabdidode de mos- 
trar uitu diminuição da ligação dc BFG c um aumento 
da afinidade geral da hemoglobina com o oxigénio. 

7. Ligação rcvrrHvcl Imu firme) a um anikoq». Um an- 
ticorpo bga-se a um antlgeno cocn uma Kj de 5 x iO'*M 
Em qiul concmtração dc anlígeno 0 será U i CU2. (b) 03, 
tc)0j6,td)ia? 

a. Usando antkorpoi par* testar (probe) as relações es- 
iruiun-funçiü das penteinas. Um anticorpo monodo- 
noi liga-se á aetina G. jnas niu á actina F. O que isso lhe 
diz a respeito do epttúpo reconhecido pelo anticorpo? 

9. O sistema imunológieo e *a vadnxs, Lím organismo 
hospedeiro nerauita de tempo, frcqüentcmcntc dias, para 
montar uma resposta imune contra um antigcmi novo. 
mas as células de memória possibilitam uma resposta 
rápida contra patógenos encontrados previamente. Uma 
vacina para proteger contra uma determinada infecção 
virai consiste, com freqüéncia. de um vírus enfraquecido 
ou morto, ou de proteínas isoladas da capa pnotéica do 
vírus. Quando injetada an um scr humano* geral mente 
a vacina não causa infecção ou doença, mas ela ''ensina” 
de modo efetivo, ao sistema imunológicu que as partícu- 
las virais são semelhantes, estimulando a produção de 
células de memória. Em um* infecção subsequente, essas 
células podem ligar-j* ao vírus < desencadear uma res- 



posta imiinológica rápida. Alguns patrtgenos, incluindo 
o HIV, desenvolveram mecanismo para escapar du siste- 
ma imunolõgko h tomando difícil, se nào impossível, de- 
senvolver vacinas efetivas contra eles. Que estratégia 
um patdgeno poderia usar para escapar do sistema imu- 
nolõgico? Presuma que ns anticorpos efau receptores de 
células T estejam disponíveis para ligar-üe a qualquer es- 
trutura que possa aparecer na superfície de um patõgcno 
e que, tendo se ligado, o patdgeun é destruído, 

10. Como nos tomamos "rígidos’ 4 , Quando um vertebra- 
do superior morre, seus músculos enrijecem ao ficar des- 
providos de ATP, um estado denominado rigor morfis. 
Explique a base molecular du estado de rigor mortis. 

11 r Sarcâmeros sob um outro ponto de viata. A simetria 
dos filamentos grossos e Finos de um sarcõmero é tal 
que, gcralmente, seis filamentos finos circundam cada 
filamento grosso em uma disposição hexagonal. Dese- 
nhe um corte transversal de uma miofíbrila nos seguin- 
tes pontos: (a) na linha M; (b) através da banda h (c) 
através da região densa da banda A; (d) através da re- 
gião menos densa da banda A, adjacente à linha M (veja 
Fig. 7 -31b). 

Bioquímica na internet 

12, Lisozima e anticorpos. A fim de ter uma compreen- 
do completa de como tu proteínas funcionam cm uma 
célula, é útil ter uma vido tridimensional de como as 
proteínas interagem com outros componentes celulares. 
Fclizmcntci é possível usar a internet e bases de dados 


(databases) de proteínas on linc. Procure no site da bio- 
q ui mica em http://wviTv.worthpublishers.com/lehninger 
para saber como usar a “utitity viewing 1 ' tridimensional 
Chernscape Chime. Vocé, então, deve usar o Banco de 
Dados de Proteínas (Protein Data Bank) e o Chernscape 
Chimc para estudar as interações entre anticorpos e an- 
tlgcnos de modo mais detalhado. 

Para examinar as interações entre a enzima lisozima (Ca- 
pitulo A) e a porção Fab do anticorpo antílisozima con- 
sulte Protein Data Bank Website. Use o identificador PDB 
1FDL para obter a página de dados do Complexo Frag- 
mento Fab IgGl-Lisozima (complexo anticorpo-antige- 
no). Abra a estrutura usando o Chernscape Chime e use 
as diferentes opções de observação para responder ás se- 
guintes questões: 

(a) Quais cadeias do modelo tridimensional corres- 
pondem ao fragmento anticorpo e quais correspondem 
ao antígeno, Lisozima? 

(b) Qual estrutura secundária predomina nesse frag- 
mento Fab? 

íc) Como estão os muitos resíduos de aminoicidos 
nas cadeias pesada e leve do fragmento Fah e na Üsoíi- 
ma? Faça uma estimativa da porcentagem de lisozima que 
inteiage com o sítio de ligaçào do antígeno do fragmen- 
to anticorpo. 

(d) Identifique os resíduos de amino&cidos específi- 
cos da lisozima e das regiões variáveis das cadeias pesada 
e leve que parecem estar situados na interface antigeno- 
anticorpo. Os resíduos slo contíguos na sequência pri- 
mária da cadeia polipeptídica? 
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CAPITULO 8 


Enzimas 


Existem duas condições fundamentais para a vida, Uma delas é 
que o organismo vivo deve ser capaz de se auio-repliear (tópico 
que será visto na Parte IV deste livro), A segunda é que o orga- 
nismo deve ser capaz de catalisar reações químicas eficiente c 
seletiva mente. A importância fundamental da catálise pode sur 
preender alguns estudantes iniciantes em bioquímica, mas é fá- 
dl ilustrá-la. Como descrito no Capítulo 1, os sistemas vivos 
utilizam energia do meio ambiente. Os seres humanos, por exem- 
plo, consomem quantidades substanciais de sacarose — o açú- 
car çofnunsente usado — como uma espécie de combustível, na 
forma de alimentos açucarados, bebidas, ou como açúcar A coiv 
vmio da sacarose em COj e H *G na presença de oxigénio é um 
processo altamente exergo nica, que libera energia livre que pode 
ter utilizada para o ato de pensar. mover, sentir e ver. Entretan- 
to, um saco de açúcar pode ser armazenado durante vários anos 
«m ser transformado em COi e H;0- Embora esse procedo qui- 
mico seja rermodinamícamente favorável, ele é muito lento! Cern- 
indo, quando a sacarose é consumida por uma pessoa (ou qual 
quer outro organismo), ela libera sua energia química em se» 
gu ridos. A diferença é a catálise. Sem a catálise, as reações 
químicas necessárias para sustentar a vida não ocorrem em uma 
escala de tempo útil. 

Voltaremos, agora» nossa atenção para os catalisadores das 
reações que ocorrem nos sistemas biológicos: as enzimas, as mais 
notáveis e altamente especializadas proteínas. As enzimas apre- 
sentam uma eficiência catalítica extraordinária, em geral muito 
maior que a dos catalisadores sintéticos ou inorgânicos. Elas tém 
uni alto grau de Especificidade por seus substratos, aceleram as 
reações químicas de uma maneira formidável e funcionam em 
soluções aquosas sob condições muito suaves de temperatura e 
pR FVmjcos catalisadores nào- biológicos apresentam tais pro- 
priedades. 

Às enzimas são fundamentais para qualquer processo Ímd- 
quirriiCD. Agindo em sequências organizadas, elas catalisam as 
centenas de reações sucessivas pélas quais as moléculas nutrien- 
tes são degradadas, a energia química é conservada e transfor- 
mada e as macromoléculas biológicas são sintetizadas a pariir 
dé moléculas precursoras simples. Devido á ação das enzimas 
reguladoras, as vias metabólicas são altamente coordenadas de 
forma a produzir uma atuaçáo harmoniosa das muitas dite ren- 
tes atividades necessárias para manter a vida. 

0 estudo das enz.imas tem uma grande importância prática. 
Em algumas doenças, especialmente nas desordens genéticas 
herdadas, pode acorrer uma deficiência ou mesmo a ausência 
total de uma ou mais enzimas. Outras condições anormais tam- 
bém podem ser causadas pela excessiva atividade de uma enzi- 
ma. Medidas da atividade de enzimas no plasma sanguíneo» eri- 
trócilos ou amostras de tecido sá o importantes no diagnóstico 
de va nas doenças. Muitas drogas exercem seu efeito biológico 
por meio de interações com as enzimas. As enzimas tomaram - 


se importantes ferramentas práticas rtâo apenas na medicina, 
mas também na indústria química, no processamento de ali- 
mentos e na agricultura. 

Iniciaremos este capítulo com a descrição das propriedades 
das enzimas e dos princípios fundamentais de seu poder catalí- 
tico. Em seguida» faremos uma introdução â cinética enzimátí- 
ea, uma disciplina que fornece a maior parte dos fundamentos 
para qualquer discussão sobre enzimas. Exemplos específicos de 
mecanismos enzimáticos serio então mostrados, ilustrando os 
princípios introduzidos anteriormente. Finalmente» discutire- 
mos as enzimas reguladoras. 

Uma Introdução às Enzimas 

A maior parte da história da bioquímica é a história da pesquisa 
sobre enzimas. A catálise biológica foi inicialmenre reconhecida 
e descrita no final de J 700. em estudos sobre a digestão da carne 
por secreções do estômago, Em 1800 as pesquisas continuaram 
com o estudo da conversão do amido em açúcares simples pela 
saliva e por vários extratos vegetais. Em 1850» Louis Pastcur con- 
cluiu que a fermentação do açúcar em álcool pela levedura é ca- 
talisada por M fermentas" Ele postulou que esses fermentos eram 
inseparáveis da estrutura das células vivas de Levedura, uma hi- 
pótese chamada vitalismo, que prevaleceu por muitos anos. Em 
1897» Hduard Buchner descobriu que os extratos de levedura 
podiam fermentar o açúcar até álcool, provando que a fermen- 
tação era promovida por moléculas que continuavam funcio- 
nando mesmo quando removidas das células, Frederick W. Küh- 
nc denominou tais moléculas de enzimas. À medida que ás no- 
ções do Yiiahsmo da vida foram refutadas, o isolamento de novas 
enzimas e a investigação das suas propriedades propiciaram o 
progresso da ciência da bioquímica. 



O isolamento e a cristalização da urease, em I92f>» por James 
Sümner. propiciaram um si gnifi cante avanço nos estudos ini- 
ciais acerca das enzimas. Sumnrr demonstrou que os cristais de 
urease consistiam mieirimcnte de proteína e posiulou que io- 
das as enzimas são proteínas. Devido à falta de outros exemplos, 
essa premissa permaneceu controvertida por algum (empo. 5o- 
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mente em 1930* após John Northrop e Moses Kunitz terem crís- 
lalizado a pepsina.a tripiini c outras enzimas digesiivase con- 
Jutdb que elas também eram proteínas, é que a conclusão de 
Sumner foi completa mente aceita* Durante esse período, P.B.S. 
Kaldane escreveu um (ratado intitulado “Enzimas” Embora a 
natureza molecular das enzimas não estivesse completamente 
elucidada, Haldane tez a extraordinária sugestão dc que as inte- 
rações fracas que se estabelecem entre a enzima c o seu substra- 
to poderiam sct usadas para distorcer a molécula do substrato e 
catalisar a reação. Esse conhecimento representa o cerne da com- 
preensão atual da catálise enzimãt tca. 

No final áa século XX, a pesquisa com enzimas que catali- 
sam as reações do metabolismo celular foi intensa. Esse fato le- 
vou k purificação de milhares de enzimas, a elucidação da estrutu- 
ra molecular e do mecanismo qutinko da açâo de centenas delas 
e a uma compreensão geral de como as enzimas fundonam. 

A maioria das enzimas são proteínas 

Com exceção de um pequeno #upo de moléculas de RNA qut 
apresentam propriedades catalíticas {Capítulo 26), todas as en- 
zimas são proteínas. A sua atividade Catalítica depende da inte- 
gridade da sua conformação proteica nativa* Sé uma enzima é 
desnaturada ou dissociada em uibunidadcs* a atividade catalíti- 
ca geral mente i destruída. Se uma enzima é quebrada em seus 
ammoacidos constituintes, a sua atividade catalítica e sempre 
destruída* Assim, as estruturas proiéicas primária, secundária, 
terciária e quaternária das enzimas sáo essenciais para a sua ati- 
vidade catalítica. 

As enzimas, como outras proteínas, tém pesos moleculares 
que variam de cerca de 12.000 até mais de l milhão. Algumas 
enzimas não requerem nenhum outro grupo químico, além de 
seus resíduos de aminoácidoa. Outras requerem um componente 
químico adicional chamado dc co- fator — um ou mais lona inor- 
gânicos, tal como Fe 2 \ Mg 2 \ Mn i+ ou Zrt‘ H {Tabela 8-1), uma 
molécula orgânica complexa ou uma molécula metaíurgánica 
chamada de coenzíma { Tabela 8*2). Algumas enzimas requerem 
ambas t a. caenzimae um ou mais íons metálicos para a sua ativi- 
dade. A coenzima, ou lon metálico, que está firmemente ou até 
mesmo covalen temente ligada à parte protéicn da enzima é cha- 
mada de grupo prostético. Uma enzima completa e eatalitica- 
mente ativa, junta mente com sua coenzima e/ou tom metálicos 
ligados, é chamada de holoen 2 Íma. A parte protéica dessa enzi- 
ma é chamada de apneiizima ou apn proteína. As coenzimas fun- 
cionam como transportadores t rans Itrt rios de grupos funcio- 
nais específicos (Tabela 8-2}, Geralmente elas sáo derivadas de 
vitaminas, nutrientes orgânicos necessários em pequenas quan- 
tidades na alimentação diária. As coenziims serão estudadas com 
maiores detalhes ã medida que aparecerem nas vias metabólicas 
discutidas na Parte 111 deste livro. 


Tabela 8-1 - Alguns elementos inorgânicos que servem como to 
fatores das enzimas 


õF 

Citocromo oxidase 

Fe 2 *' ou Fe 3 * 

Citooomo oxidase, catalase, peroxidase 

K* 

Pimvato quina* 

Mg Jt 

Hesíoquinaa, glitose-È-fosfalase, piruvato qumast 

Mn 2 * 

Argmase* ribonudectfdeo neduta» 

Mo 

Dinitrogena* 

NP* 

ürea* 

Se 

GJutationa peroudase 

Zn 2 * 

Anidras? carbónica, desidrogena*- alcoúhca, 
tarboxipeplidases A e 0 


Tabela 8-2 - Algumas coenzim-as que servem como urregadons 
transientes de átomos específicos ou grupos hjfttiwuts 1 


Coenzima 

Exemplos de 
grupos químuos 
trmtfÉfidcK 

Precursor 
diet ético 
wi mamifeioi 

Biocrtina 

CO; 

Bwtma 

Coenzma A 

Grupos ac ia 

Acido panioiénco e 

outros compostos 

S-cteoiuatenosií- 

Àiornos de H e 

Vitamna B, j 

cobalarnnã 

grupos acéa 


(coenzima B t2 ) 
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Fmalmente, algumas enzimas são modificadas covalenle* 
mente por fosforilaçàu, glkosnação e outros processos. Mui cu 
dessas alterações estão envolvidas na regulação da atividade 
HiHiniiia. 

As enzimas são classificadas 
pelas reações que catalisam 

Muitas enzimas tém sido nomeadas peta adição do sufixo w - ase" 
ao nome de seu substrato, ou à palavra ou frase que descreve sua 
atividade. Assim, a urease catalisa a hidrólise da uréia, c a DN + À 
polimerase catalisa a polimerização das nudeotideos para for- 
mar o DNA. Outras enzimas, como a pepsina e a tripsina, tém 
nomes independentes dos seus substratos ou reações. Algumas 
vezes, a mesma enzima tem dois ou mais nomes, ou duas dife- 
rentes enzimas possuem o mesma nome. Devido a tais ambi- 
guidades e aa sempre crescente número de enzimas recém -des- 
cri tas, por intermédio de um acordo internacional, foi adotada 
um sistema para nomear e classificar as enzimas, Esse sistema 
divide as enzimas em seis grandes classes, cada uma com sub- 
classes, conforme o tipo de reação catalisada (Tabela 8-3)* A cada 
enzima é atribuído um número classificátório de quatro dígitos 
e um nome sistemático, que identifica a reação que da catalisa. 
Exemplificando, o nome sistemática formal da enzima que ca- 
talisa a reação: 

ATF + D-glicosf * ADP + n-glicose-fi-loslam 

é ATP- glicose fosfetransferase, indicando que ela caí alisa a trans- 
ferência de um grupo fosfato do ATP para a glicose. O seu mi- 
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•ftbela B-a - Classificação internacional das enzimas" 


N 3 

Classe 

Tipo de reação catalisada 

1 

Gxidorredutases 

Transferência de elétrons (ions hidretos ou 
átomos de H) 

1 

Transferases 

Reações de transferência de grupos 

3 

Hidrolases 

Reaçóes de hidrólise (transferência de grupos 
funcionais para a água) 

4 

Liases 

Adição de grupos às duplas ligações ou 
formação de duplas ligações por meio de 
remoção de grupos 

S 

Isomerases 

Transferência de grupos dentro da mesma 
molécula para formar isômeros 

6 

Ligases 

Formação de ligações do tipo 
C— C„ C— S, C — 0 e G— N por meio de 
reações de condensação acopladas á 
quebra do ATI 3 


*A maiona d az erzimas catalisa a transferência de elétrons, átomos au grupas 
funcionais. Desse mooo, elas são classificadas de acardü com um número de 
código e atribumdo-se um nome de acordo cam o tipa da reação de transferên- 
cia, da grupo doador e da grupo aceptor. 


mero na Comissão de Enzimas (número E.G,) é 2,7, LI . O pri- 
meiro dígito (2) denota o nome da classe (transfera se); o se- 
gundo dígito (7), a subclasse (fosfotransferase); 0 terceiro dígi- 
to (1), uma fosfotransferase que apresenta um grupo hidroxik 
aceptor de fosfato; e o quarto dígito { 1 ) Índica que a D -glicose é 
o aceptor do grupo fosfato. Pára muitas enzimas, um nome tri- 
vial pode ser usado, como por exemplo no caso da hexoquinase. 

Uma lista completa e a descrição das milhares de enzimas 
conhecidas está além do objetivo deste livro. Este capítulo é des- 
tinado principalmente aos princípios e ás propriedades comuns 
a todas as enzimas. 

Como as Enzimas Funcionam 

Á catálise enzimática das reações é essencial para os sistemas vi- 
vos, Sob condições biológicas relevantes, as reações não catali- 
sadas tendem a ser lentas ■ — muitas das moléculas biológicas 
sio bastante estáveis no ambiente aquoso, de pH neutro e tem- 
peratura moderada, do interior das células, Além disso, muitas 
reações bioquímicas comuns envolvem eventos químicos que 
slo desfavoráveis ou improváveis no ambiente celular, tais como 
a formação de intermediários carregados ou a colisão de duas 
ou mais moléculas com a orientação precisa necessária para que 
ocorra a reação, Sem catálise, as reações necessárias para digerir 
os alimentos, enviar sinais através dos nervos ou contrair um 
músculo simplesmente não ocorrem com uma velocidade útil, 

Uma enzima contorna esses problemas fornecendo um am- 
biente específico onde uma dada reação é energeticamente mais 
favorável, A característica que distingue uma reação catalisada 
rnzimatícamente é a de ela ocorrer no interior dos limites de 
uma cavidade na enzima chamada sitio ativo ( Fig. 8 - 1 ). A molé- 
cula que se liga ao sítio ativo e sofre a açâo da enzima é chamada 
substrato. A superfície do centro ativo ê contornada com resí- 
duos de arninoá eidos cujos grupos substituintes se ligam ao subs- 
trato e catalisam a sua transformação. O complexo enzima-subs- 
trato, cuja existência foi inidalmente proposta por Adolphe 
Wiirtz em 188Ü* é fundamental para a ação das enzimas. Ele é 
também o ponto de partida para os tratamentos matemáticos 
que definem o comportamento cinético das reações catalisadas 
por enzimas, bem como para as descrições teóricas dos meca- 
nismos enzimáticos. 



Figura 8-1 - Ligação de uma molécula de substrato no sítio ativo 
de uma enzima. A enzima quimotripsina está ligada ao substrato mos- 
trado em vermelho, Alguns aminoácidos essenciais do sitio ativo são mos- 
trados como manchas vermelhas na superfície da enzima, 

As enzimas afetam a velocidade mas 
não o equilíbrio químico das reações 

Uma reação enzimática simples pode ser escrita 

E 4 S ES HF E 4 P (8-1) 

onde E, S e P representam, a enzima* o substrato e o produto, 
respectivamente. ES e EP são complexos transientes da enzima 
com o substrato e o produto. 

Para compreender a catálise enzimática, precisamos enten- 
der primeiro a importante distinção entre equilíbrio da reação 
(discutido no Capítulo 4) e velocidade da reação. A função de 
um catalisador é aumentar a velocidade de uma reação. Os cata- 
lisadores não afetam o equilíbrio da reação. Qualquer reação do 
tipo S P pode ser descrita por um diagrama de coordenadas 
da reação (Fig, 8-2), uma representação das mudanças de ener- 
gia durante a reação. Conforme explicado nos Capítulos 1 e d* a 
energia nos sistemas biológicos é descrita em termos de energia 
livre, G. No diagrama de coordenadas, a energia livre do sistema 
é representada em função do progresso da reação (coordenada 
da reação). Q ponto de partida* tanto para a reação de ida como 
para a reação reversa, é chamado estado fundamenta] e repre- 
senta a contribuição de uma molécula típica (5 ou P) para a ener- 
gia livre do sistema, em um dado conjunto de condições. Para 



Figura 8-2 - Diagrama de coordenadas de reação para uma reaçãio 
química. A energia livne do sistema è representada em função do pro- 
gresso da reação 5 ^=- P Um diagrama desta natureza descrave 35 mu- 
danças de energia durante a reação, e 0 eixo horizontal (coordenadas da 
reação) reflete as mudanças químicas sucessivas [por exemplo, quebra e 
formação de ligações) à medida que S ê convertido em R As energias de 
ativação para as reações S -4 P e P -+ S estão indicadas por AGT AG 1 * 1 è a 
vanação total da energia ílvre padrão para a reação S ^ P. 
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descrever as variações de energia livre das reações, os químicos 
definem um conjunto de condições-padrão (temperatura 29SK; 
pressão pardal de cada gás 1 atm ou 101,3kPa; concentração de 
cada soluto 1M) e expressam a variação da energia livre para 
esse sistema reagente como AGs a variação da energia livre pa- 
drão. Como os sistemas biológicos geralmente envolvem con- 
centrações de H + muito diferentes de ÍM, os bioquímicos defi- 
nem a variação da energia livre padrão bi oq uimica, ÀG" 1 ’, como 
sendo a variação da energia livre padrão em pH 7M> que será 
utilizada neste livro. Uma definição mais completa de ÀG J|1 é 
dada no Capitulo 14. 

O equilíbrio entre 5 e P reflete a diferença em energia livre 
dos seus estados fundamentais. No exemplo mostrado na Figu- 
ra 8-2, a energia livre do estado fundamental de P é menor que a 
de 5, assim AG' W é negativo para a reação S -* l J e o equilíbrio 
favorece a formação de P. A posição e a direção do equilíbrio nâo 
são afetadas por nenhum catalisador. 

Um equilíbrio favorável nâo significa que a conversão S — > P 
ocorra com umá velocidade mensurável A velocidade da rea- 
ção depende de um parâmetro completa mente diferente. Existe 
uma barreira energética entre S e P que representa a energia 
necessária para o alinhamento dos grupos químicos reagentes, 
formação de cargas transientes instáveis, rearranjos de ligações 
e outras transformações necessárias para que a reação ocorra 
em uma das direções. Isso é ilustrado pela “colina” de energia 
nas Figuras 8-2 c 8-3. Para sofrer a reação, as moléculas devem 
superar essa barreira e, portanto, precisam ser excitadas até um 
nível de energia maior. No topo da colina de energia está um 
ponto no qual a passagem para o estado de S ou P é ígualmente 
provável (é sempre um caminho "morro abaixo” em cada senti- 
do). Esséé o chamado estado de transição, O estado de transi- 
ção não é uma espécie química que apresenta uma estabilidade 
significativa e não deve ser confundido com um intermediário 
da reação (tal como ES ou EP). Ele é apenas um momento mo- 
lecular efémero no qual eventos como quebra de ligações, for- 
mação de ligações e desenvolvimento de cargas ocorrem em um 
ponto preciso no qual a decomposição para formar o substrato 
ou o produto é igualmente provável. A diferença entre os níveis 
de energia do estado fundamental e do estado de transição è 
chamada energia de ativação (AG*). A velocidade de uma rea- 
ção reflete essa energia de ativação, isto é, uma energia de ativa- 
ção alta corresponde a uma reação lenta. As veloe idades das re- 
ações podem ser aumentadas pela elevação da temperatura, que 
aumenta o número de moléculas com energia suficiente para 
superar essa barreira de energia. Alternativamente, a energia de 
ativação pode ser diminuída pela adição de um catalisador (Fig. 
8-3). Os catalisadores aumentam a velocidade das reações dimi- 
nuindo a energia de ativação. 

As enzimas não são exceção à regra de que os catalisadores 
não afetam o equilíbrio da reação. Às setas bidirecionais na Equa- 
ção 8-1 deixam claro este ponto: qualquer enzima que catalisa a 
reação S — > P também catalisa a reação P — * S. O papel das enzi- 
mas é acelerar a interconversão de S e P. A enzima não é gasta no 
processo e o ponto de equilíbrio não é afetado. Entretanto, a 
reação atinge o equilíbrio muito mais rapidamente quando a 
enzima apropriada está presente, uma vez que a velocidade da 
reação é aumentada, 

Esse princípio geral pode ser ilustrado considerando-se a 
conversão da sacarose e oxigénio em COj e H 2 G: 

CljHhOjj -i- 11 ri, t I2COt + llHjO 



Figura 8-3 - Diagrama de coordenadas de reação comparando uma 
reação catalisada enzimatícamente com uma não-catalisada Na 

reação 5 F; os intermediários ES e EP assumem valores min imos na 
curva de progresso da reação catalisada enzimaticamente. Os termos 
e AGÍà, correspondem às energias de ativaçao das reações náo- 
catalisada e catalisada, respectiva mente. A energia de ativação piara o 
processo global è menor quando a enzima catalisa a reação. 


estável porque a barreira de energia de ativação que deve ser supe- 
rada para que ela reaja com o oxigénio é muito grande. Ela pode 
ser armazenada em um recipiente contendo 0 : indefinida mente, 
sem reagir. Entretanto, nas células, a sacarose é rapidamente 
transformada em CO z e HjG por meio de uma série de reações 
catalisadas por enzimas. Essas enzimas não apenas aceleram as 
reações, mas as organizam e as controlam de tal forma que a 
maior parte da energia liberada é conservada em outras formas 
químicas, ficando assim disponível para a célula executar outras 
tarefas. O caminho reacional pelo qual a sacarose (e outros açú- 
cares) é degradada é a via primária de liberação de energia (Capí- 
tulos 1 5 e 19), e as enzimas dessa via permitem que a sequência de 
reações ocorra em uma escala de tempo biologicamente útil. 

Na prática, qualquer reação pode ter vários passos (etapas) 
envolvendo a formação e o consumo de espécies químicas tran- 
sientes, chamados de intermediários da reação* - Quando a rea- 
ção P é catalisada por uma enzima> os complexos ES e EP 
são os intermediários (Eq. 8-1). Eles ocupam os vales no diagra- 
ma de coordenadas da reação (Fig. 8-3). Quando ocorrem vários 
passos em uma reação, a velocidade total é determinada pelo 
passo (ou passos) com a maior energia de ativação. Esse passo é 
chamado "passo limita nte da velocidade”. Para os casos simples, 
o passo limitante da velocidade é o ponto de mais alta energia 
no diagrama para as interconversões de S e P. Na prática, o passo 
Limitante da velocidade pode variar com as condições da reação. 
Para muitas enzimas, vários passos têm energia de ativação si- 
milar, o que significa que todos eles são parcial mente limitantes 
da velocidade. 

Como descrito no Capítulo l, as energias de ativação são 
barreiras energéticas para as reações químicas. Essas barreiras 
são cruciais para a existência da própria vida, A estabilidade de 
uma molécula aumenta com o aumento da altura de sua barrei- 
ra de ativação, Sem tais barreiras energéticas as macromolécu- 
las complexas poderiam reverter espontaneamente para as for- 
mas moleculares mais simples, e as estruturas complexas e alta- 


' Observe que os termos “passos* t "intermediários” neste capitulo se re- 
ferem às espécies químicas que ocorrem no cam ínho reacional de uma 
simples reação catalisada cnzimatica mente. No contexto das vias meta- 
bólicas que envolvem vã rias enzimas (Parte 111 deste livro), esses termos 
são usados de uma maneira diferente. Uma reação enzimátiea geralmente 
é considerada tomo um "'passo* em uma via metabólica, e o produto de 
uma reação enzimátiea íque é o substrato para a próxima enzima na via) 
é considerado como um "'intermediário”. 


Esta conversão, que ocorre por meiü de uma série de reações 
isoladas, tem um AG m elevado e negativo, e, no equilíbrio, a 
quantidade de sacarose é desprezível. A sacarose é um composto 
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mente ordenadas, bem como os processos metabólicos das célu- 
las, poderiam não existir. As enzimas evoluíram para diminuir 
seletivamente as énergias de ativação de reações necessárias à 
sobrevivência das células. 

A velocidade e o equilíbrio das reações têm 
definições termodinamicamente precisas 

O equilíbrio de uma reação está intrinsecamente ligado ao AG™, 
enquanto a velocidade da reação está ligada ao AC?. Uma intro- 
dução básica a essas relações termodinâmicas é o próximo pas- 
so na compreensão de como as encimas trabalham. 

Um equilíbrio como S P é descrito por uma constante 
de equilíbrio, ou simplesmente K (Capítulo 4). Sob condi- 
ções-padrão, empregadas para comparar processos bioquími- 
cos, uma constante de equilíbrio é expressa por J£ L1 (ou K'): 

p = SL C8 ' 2} 

^ [S] 

Da termodinâmica, a relação entre e AG™ pode ser descrita 
pela expressão: 

AG'" - -RT In (B-3) 

onde Ré a constante dos gases, 8,3 ] 5j/mol ■ K, e Té a tempera- 
tura absoluta, 298K (25°C), A Equação 8-3 será desenvolvida e 
discutida com maiores detalhes no Capítulo 14. O ponto im- 
portante aqui é que a constante de equilíbrio está d í retamente 
relacionada com a variação global da energia livre padrão da 
reação (Tabela 8-4), Um grande valor negativo para AG™ reflete 
um equilíbrio de reação favorável mas, como já foi salientado, 
isso não significa que a reação ocorrerá com uma velocidade 
considerável. 



AG * (kJ/mol) 

1Q' É 

34,2 

IO' 5 

28,5 

lo- 4 

22.8 

10-3 

17.1 

1Q- J 

11,4 

itr 1 

5.7 

i 

0.0 

to 1 

-5,7 

to 2 

-1 1,4 

10 3 

-1 7,1 


A velocidade de qualquer reação é determinada pela con- 
centração do reagente (ou dos reagentes) e pela constante de 
velocidade, geralmente representada pelo símbolo £ Para a rea- 
ção uni molecular S — > P, a velocidade da reação V, que represen- 
ta a quantidade de S que reage por unidade de tempo, é expressa 
pela equação da velocidade: 

V=k[ S] (8-4) 

Nesta reação, a velocidade depende apenas da concentração de S. 
Ela é chamada de reação de primeira ordem. O fator té uma cons- 
tante de proporcionalidade que reflete a probabilidade de a rea- 
ção ocorrer em um dado conjunto de condições (pH, temperatu- 
ra etc,). Aqui, k é uma constante de velocidade de primeira ordem 
e sua unidade é o recíproco do tempo, por exemplo s -1 , Se uma 
reação de primeira ordem tem uma constante k de velocidade de 
0,Ü3s~\ isso pode ser interpretado (qualitativamente) que 3% do 
S disponível será convertido a P em Ls. Uma reação com uma 
constante de velocidade de 2,üí)0s 1 estará terminada em uma pe- 


quena fração de segundo. Se a velocidade da reação depende da 
concentração de dois compostos diferentes, ou se duas moléculas 
do mesmo composto reagem entre si, a reação é de segunda or- 
dem eké uma constante de velocidade de segunda ordem, com 
unidade Nesse caso. a equação da velocidade torra-se: 

V=*[S,][S,J (8-5} 

A partir da teoria do estado de transição, pode-se derivar uma 
expressão que relaciona a magnitude da constante de velocidade 
com a energia de ativação: 

r, _ kf -AGVíT (8-6) 

*' h 

onde k é a constante de Boltzmann e h é a constante de Planck. 
O ponto importante a salientar aqui é que a relação entre a cons- 
tante de velocidade, k, e a energia de ativação, AG*, é inversa e 
exponencial. Em outras palavras, essa é a base para a afirmaçào 
de que uma energia de ativação menor significa uma velocidade 
de reação maior e vice-versa. 

Agora vamos mudar 0 assunto de a que as enzimas fazem, 
para como elas o fazem. 

Alguns princípios explicam o poder catalítico 
e a especificidade das enzimas 

As enzimas sào catalisadores extraordinários. Os aumentos da 
velocidade provocados pelas enzimas variam entre 5 e 17 ordens 
de magnitude (Tabela 8-5). As enzimas também sao muito es- 
pedficas, discriminando entre substratos com estruturas muito 
similares, Como esses aumentos, enormes e altamente seletivos, 
na velocidade das reações podem ser explicados? De onde vem a 
energia que diminui dramaticamente a energia de ativação para 
reações específicas? 


Tabela 8-5 - Alguns valores do aumento da velocidade produzido 
por amimas 


Cidofilina 

10* 

Anidrase carbõnka 

10 r 

Triose fosfato isonnerase 

10* 

CarboKipeptidasÊ A 

10 11 

Fosfoglicomutase 

10 12 

Sucdnil-CoA transfera» 

to 13 

Urease 

K) 1 * 

Orotidina monofosfato descarboxila» 

1Q 1? 


A resposta para essas questões apresenta duas partes distin- 
tas, mas interligadas, A primeira diz respeito aos rearranjos das 
ligações covalentes durante a reação enzimática. Reações quími- 
cas dos mais variados tipos ocorrem entre o substrato e os gru- 
pos funcionais da enzima (cadeias laterais de ammoáddos espe- 
cíficos, íons metálicos e coenzimas). Os grupos funcionais cata- 
líticos das enzimas podem formar uma ligação covalente 
transitória com um substrato e ativá-lo para a reação ou, então, 
algum grupo pode ser transferido tTansientemente do substrato 
para um grupo da enzima. Em muitos casos, essas reações so- 
mente ocorrem no centro ativo da enzima, Elas diminuem a ener- 
gia de ativação (e, portanto, aceleram a reação), propiciando um 
caminho reacional alternativo de energia mais baixa. 

A segunda parte da resposta díz respeito às interações não- 
covalentes entre a enzima e o substrato. A maior parte da ener- 
gia necessária para diminuir a energia de ativação é derivada 
de interações fracás, não-covalentes, entre o substrato e a enzi- 
ma, O fator que de fato distingue as enzimas da maioria dos 


catalisadores nác^ertzim áticos é a formação de um complexo 
ES específico. Á interação entre o substrato e a enzima nesse 
complexo é mediada pelas mesmas forças que estabilizam a 
estrutura protéíca, incluindo as pontes de hidrogênio, intera- 
ções hidrofóbicas e tônicas (Capítulo 6). A formação de cada 
interação fraca no complexo ES é acompanhada por uma pe- 
quena liberação de energia livre que garante o grau de estabili- 
dade para a interação. A energia derivada da interação enzima- 
substrato é chamada de energia dc ligação, AG B . O seu signifi- 
cado vai além de uma simples estabilização da interação 
enzima-substrato. A energia de ligação é a maior fonte de ener- 
gia livre usada pelas enzimas para diminuir a energia de ativa- 
ção das reações , 

Dois princípios fundamentais e inter-relacionados fornecem 
uma explicação geral para o fato de as enzimas utilizarem a ener- 
gia de ligação nãO-COvalente. 

1. A maior parte do poder catalítico das enzimas é derivada, em 
última instância, da energia livre liberada na formação das múl- 
tiplas ligações fracas e interações entre a enzima e o seu substra- 
to. Essa energia de ligação contribui tanto para a especificidade 
como para a catálise. 

2. As interações fracas são otimizadas no estado de transição da 
reação. Os centros ativos das enzimas são complementares não 
aos respectivos substratos per si, mas aos estados de transição 
pelos quais os substratos passam à medida que são transforma- 
dos em produtos durante as reações enzimãtrcas. 

Esses aspectos são críticos para a compreensão da ação das enzi- 
mas e agora eles se tomarão o foco da nossa atenção. 

As interações fracas entre a enzima e o substrato 
são otimizadas no estado de transição 

Como uma enzima utiliza a energia de ligação para diminuir a 
energia de ativação da reação? Embora a formação do comple- 
xo ES não seja a explicação adequada, algumas das primeiras 
considerações dos mecanismos enzímáticos começaram com 
essa premissa, üs estudos sobre a especificidade das enzimas 
desenvolvidos por Emil Fischer levaram-no a propor, em 1894, 


que as enzimas eram estrutural mente complementares aos seu; 
substratos, de tal forma que se ajustariam tal qual ‘ fechadura t 
chave” (Hg, 8-4), 

Essa premissa elegante de que a interação específica (exclu- 
siva) entre duas moléculas biológicas é mediada por superfícies 
moleculares com formas complementares influenciou fortementr 
o desenvolvimento da bioquímica e tais interações permanecem 
no cerne de muitos processos bioquímicos. Entretanto, a hipó- 
tese "fechadura e chave” pode gerar confusão quando aplicada à 
catálise enzimática, Uma enzima totalmente complementar a set 
substrato seria uma enzima muito pouco eficiente. 

Considere uma reação imaginária, a quebra de um bastão 
de metal magnetizado. A reação nâo- catalisada está mostrada 
na Figura 8 -5a. Vamos analisar duas enzimas imaginárias — duas 
"bastonases” — que catalisam essa reação e ambas empregando 
forças magnéticas como modelo para a energia de ligação em- 
pregada pelas enzimas reais. Vamos considerar inicialmente uma 
enzima perfeita mente complementar ao substrato (Fjg r 8 -5b). 
O centro ativo dessa ‘ l bastonase”é uma cavidade delimitada por 
magnetos. Para reagir f quebrar), o bastão precisa atingir o esta- 
do de transição da reação, mas ele se ajusta muito firmemente 
ao sitio ativo que nâo pode se dobrar. Isso porque o dobra men- 
to do bastão eliminaria parte das interações magnéticas entre 
ele e a enzima. Esse tipo de enzima impede a reação, uma vez 
que, na realidade, estabiliza o substrato. Num diagrama de co- 
ordenadas da reação (Fig. 8- 5b), esse tipo de complexo ES cor- 
responderia a um poço de energia do qual o substrato dificil- 
mente escaparia. Esse tipo de enzima seria inútil. 

A noção moderna de catálise enzimática, proposta inicial- 
mente por Haldane em 1930, foi elaborada por Linus Pauling, 
em 1946; a fim de catalisar reações, uma enzima deve ser com- 
plementar ao estado de transição. Isso significa que as intera- 
ções ótimas (por meio de ligações fracas) entre o substrato e a 
enzima ocorrem apenas no estado de transição. A Figura 8 -5c 
mostra como uma enzima desse tipo pode trabalhar. O bastão 
de metal liga-se â enzima, mas algumas poucas interações mag- 
néticas são usadas para formar o complexo ES. O substrato li- 
gado precisa ainda receber um aumento de energia livre para 



Figura 1-4 - Formas complementares de um substrato e seu sítio ativo em uma enzima A enzima diidrofolato redutase é mostrada 
com o seu substrato NADP* (vermelho) nâo I içado (à esquerda) e ligado (â direita). Também è visivel um outro substrato ligado á enzima, o 
tetra idrof dato (amarelo). O NAOP 4- liga-se a uma cavidade que é complementar á sua forma e propriedades iõnicss. Na realidade,, a comple- 
mentaridade entre a proteína e o ligante (neste caso. o substrato) rara mente é perfeita, como já visto no Capítulo 7. A interação de uma 
proteína com um ligante frequentemente envolve mudanças na conformação de uma ou ambas as moléculas, um processo denominado 
ajuste induzido. Essa falta de uma complementaridade perfeita entre a enzima e o substrato (não evidenciada nesta figura) è importante para 
a catálise enzimática 
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figura BS Um? enzima imaginária ("'bastonase") projetada para catalisar a quebra de um bastão de metal (a} Para ser 
quebrado, primeira mente o bastão deve ser dobrado (o eslado de Transição). Em ambos os exemplos de "baitonase*, as interações 
magnéticas faiem o papel das interações por ligações fracas entre enzima e substrato fb) Uma "bastonase" que apresenta uma 
cavidade magnetizada com estrutura complementar à esl rutura àú bastão (o substrato) estabiliza esse substrato. O dobtamentodo 
bastão é impedido pela atração magnética entre o bastão e a "basionase 1 '. (d Uma enzima complementar ao estado de transição 
da reação ajuda a desestabito o bastão, contnbumdo para a catálise da reação A energia de ligação das interações magnéticas 
compensa 0 aumento de energia Jrvre necessária paira dobrar o bastão Os diagramas de coordenadas d* reação fã direita) mostram 
as consequências energêlcas da complementaridade ao subsirãlo vénus a complementaridade ào esiado de iransiçâo O termo 
AGm representa a diferença entre as energias dos eslados de trarrsOo da reação não-caiaJisada e da catalisada e prw^m das 
«iterações magnêKas entre □ bastão e a 'bastoeiáw' Quando a enzima e complementar ao substrato fb). o complexo ES è mais 
estável e lem menos energu toire no estado fundamenta* que o prOpno sitjçtrato O isutiado e um dumemo na energia de ativação. 


ixingir o esudo de transição. Assim, o aumento em energia li* 
vre necessário para dobrar o bastão e quebrar parcialmcnte a 
nu conformação í compensada ou "pago* pelas interações 
magnéticas i energia de ligação! que se formam entre a enzima e 
o substrato no «lido de transição. Munas dessas interações 
envolvem partes do bastão que estão longe do ponto de rompi 
mento. Assim sendo, às interações entre a “bastonase CT e as regiões 
não- reativas do bastão fornecem parte da energia necessária para 
o rompimento do bastão, Esse “pagamento de energia* é tradu* 
zido em uma menor energia de ativação real e uma maior velo- 
cidade de reação. 

As enzimas reais trabalham segundo um princípio análogo. 
Algumas interações fracas são formadas no complexo ES, mas a 
totalidade das interações fracas que se estabelecem entre o subs- 
trato e a enzima é estabelecida apenas quando o substrato atin- 
ge o estado de transição. A energia livre (energia de ligação) li- 
berada pela formação dessas interações supre pardalmente a 
energia requerida para se atingir o topo da colina de energia, O 
somatório da energia de ligação desfavorável (positiva), AG*, e 
favorável (negativa), AÇp, resulta em uma energia de ativação 
liquida menor ( Fig. 8-6). Mesmo para a enzima, o estado de iratv 
riçlo não é tima espécie estivei, mas um breve instante que o 


t 



P 


Cjíiordéfudas de reaçfa 

Figura 8-6 - O papel da energia de ligação na catálise. Para diminuir 
a energia de ativação de uma reação, o sistema preosa adquinr uma 
quantidade de energia equivalente á diminuição de AG : . A maior parte 
dessa energia provem da energia de ligãção (AGh) e e disponibilizada 
pela formação de interações não-covslentes fracas entre o substrato e a 
enzima no estado de transição O significado de AG H é análogo ao de 
A<jn> na Figura fi-S. 
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substrato gasta para atingir o topo da barreira de energia, A rea- 
ção catalisada enzimaticamente è muito mais rápida que o pro- 
cesso mki -catai i fiado, porque a barreira é muito menor O prin- 
cipio importante e que m interaçdts de itgações fmtm en tre u 
enzima r o swfcímjfíi fornecem a maior parte da força que dirige a 
cautfue tnzimátka. Os grupos no substrato que são envolvidos 
nessas interações fracas podem estar a uma certa distância das 
ligações que sJa quebradas ou m u dadas. As interações fracas, que 
se formam apenas no estado de transição são as que contribuem 
fundammUlmente para a catálise, 

A necessidade de múltiplas interações fracas para dirigir a 
találrsc é uma das razoes por que as enzimas (e algumas coenzi- 
mas l são moléculas tão grandes, A en/ima deve fornecer os gru- 
pos fuíicfomis para a formação de interações Jónicas, pontes de 
hidrogênio e outras interações, bem como posicionar precisa 
mente esses grupos de tal forma que a energia de ligação seja 
otimizada no estado de transição. 

A energia de ligação contribui para 
a especificidade da reação e a catálise 

Ê possível demonstrar quantitativa mente que a energia de liga- 
ção é responsável pela enorme aceleração da velocidade das rea- 
ções catalisadas pelas enzimas? Sim, Como um ponto de refe- 
rência. a Equação 8-6 permite caküUr que AC r deve diminuir 
aproximadamente 5,7kJ/mo! para acelerar cerca de dez vezes uma 
reação de primeira ordem, sob as condições eomumente encon- 
tradas nas células, À energia disponível devido à formação de 
uma únka intenção fraca geralmente é da ordem de 4 a JWfkJ/ 
mol . A energia total disponível, devido á formação de um certo 
número- dessas interações, provável mente é suficiente para di- 
minuir a energia de ativação dc cerca de 60 a l00kj/moi, reque- 
rida para explicar os grandes aumentos na velocidade observa- 
dos para muitas enzimas, 

A mesma energia de ligação que fornece a energia parã a 
catálise também é responsável pela especificidade, a habilidade 
da enzima em discriminar entre o substrato e uma outra molé- 
cula competidora. Conceituai mente, a especificidade é fácil de 
ser diferenciada da catálise, mas essa distinção é muito mais di- 
fícil de ser feita experimental mente, porque a catálise e a especi- 
ficidade são originárias do mesmo fenómeno. Se o centro ativo 
de uma enzima tem grupos funcionais arranjados de forma oti- 
mizada para formar uma variedade de interações fracas com um 
dado substrato no estado de transição, a enzima não será capaz 
de interagir do mesmo modo com qualquer outra molécula. Por 
esempki. se o substrato tem um grupo hidroxila que forma uma 
ponte de hidrogénio especifica com um resíduo de ácido glutà- 
mko na enzima, qualquer molécula que não possuir aquele gru- 
po hidroxila especifico será. de maneira geral, um substrato mais 
pobre para a mesma enzima, Além dhso, q ualquer molécula com 
um grupo funcional extra, para o qual a enzima não apresenta 
uma cavidade ou um sírio de ligação, muito provavelmente será 
excluída da enzima. Geraknenle, a especifit idade ê derivada da 
formação de múltiplas interações fraca* entre a enzima e a mo- 
lécula de seu substrato específico. 

Os princípios gerais já descritos podem ser ilustrados por 
uma grande variedade de mecanismos catalíticos conhecidos. 
Esses mecanismos não são mutuamente exclusivos e uma dada 
enzima pode incorporar vários deles em seu mecanismo de ação. 
Geralmente é difícil quantificar a contribuição de um dado me- 
canismo catalítico para a velocidade e/ou especificidade de uma 
determinada reação catalisada enzimatkametite. 

A energia de ligação é a força impulsionadora dominante 
em vários mecanismos e da pode ser o principal, se não o únko. 


contribuinte para a catálise. Vamos considerar o que é necessd 
rio acontecer para que a reação ocorra. Os fatores físicos e ter- 
modinâmicos importantes que contribuem para o AG*, a bar- 
reira energética, incluem: íl)i mudança na entropia, na forma 
de movimen to de liberdade de duas moléculas em soluçáo; í 2) * 
camada de sol v mação de moléculas de água ligadas por pontes 
de hidrogénio que envolvem t ajudam a estabilizar a maioria 
das bio moléculas em soluçáo aquosa; f 3 j a distorção dos subs- 
tratos que precisa ocorrer em muitas reações, e (41 a necessidade 
de se obter um alinhamento adequado dos grupos catalíticos 
funcionais na enzima, A energia dr Ligação pode ser usada para 
vencer todas essas barreiras. 

A vantagem mais rvidenle da ligação dos subst ralos à eiiri- 
ma é tuna grande redução nos movimentos relativos, ou redu- 
ção da entropia, desses substratos. A energia de ligação mantém 
os substratos orientados adequadamente para reagir. Isso repre- 
senta uma importante contribuição à catálise, uma vez que u 
colisões produtivas entre as moléculas em solução podem ser 
muito raras, Esse alinhamento preciso do substrato sobre a su- 
perfície da enzima é devido á grande quantidade de interações 
fracas entre cada molécula de substrato e grupos estrategicamente 
localizados na enzima que fixam as moléculas dr substrato na 
posição adequada. Estudos têm demonstrado que a reslriçio do 
movimento de dois reagentes pode produzir aumentos de velo- 
cidade da ordem de 1Q*M (Fig* 8-7) + 



Figura 8-7 - Aumento da velocidade por irwic da redução da en- 
tropia São repreentadas reáÇÒ£$ de im éster com um grupo urfeouli- 
ço para formar um amdndo O grupo R è o mesmo em cada caso i a > Para 
esia reação brmoletutaT, a constante de ve ioc idade è de segunda ordem 
com unidade M' V lb> Quando OS das grupos reagentes estão na mes- 
ma molécula, a reação ê muito mais rápida Para esta reação unjmoleai- 
lar, a unidade de k è s 1 Dividmdo-se a constante de velocidade de íb) 
pela constante de velocidade de (*), tem-se um aumento da velocidade 
de cerca de 10 S M (a unidade molaridade è resultante do fato que to< 
comparada uma reação ummoltçular com outra bimolecular) Colocan- 
do-se de outro modo, se o reagente em <b> estivesse presente em urna 
concentração 1M, os grupos reagentes se comportariam como se «ti- 
vessem pr«entes em uma concentração 1Ü 5 M. Embora o reagente em 
íb> apresente livre rotação em trés ligações (mostradas com setas curvas}, 
isso ainda representa uma substancial redução da entropia em relação a 
{•) Se as ligações que giram em fb) ficam- impedidas como em <<>. a 
entropia é reduzida mara amdâ e a reação ewbe um aumento de uetoo- 
dâde de 1 0 a M em relação a (*> 
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A formação de ligações fracas entre 0 substrato e a enzima 
também resulta na dessolvatação do substrato. As interações en- 
zima-substrato substituem a maior parte Cou até mesmo todas) 
das pontes de hidrogénio existentes entre o substrato e a água. 

A energia de ligação envolvendo as interações fracas formadas 
apenas no estado de transição da reação ajuda a compensar ter mo - 
dinamicamente qualquer distorção (fundamentalmente uma re- 
distribuição de elétrons) que o substrato deva sofrer para reagir. 

Finalmente, a própria enzima pode sofrer mudanças com 
formacionais induzidas pelas múltiplas interações fracas com o 
substrato, quando da ligação com o substrato, Esse fato é deno- 
minado de ajuste induzido? um mecanismo postulado por Da- 
niel Koshland, em 1958. O ajuste induzido serve para colocar 
grupos funcionais específicos da enzima em uma posição apro- 
priada para catalisar a reação. A mudança confòrmaciond tam- 
bém permite a formação de interações adicionais por Jígações 
fracas no estado de transição. Em quaisquer desses casos, a nova 
conformação apresenta propriedades catalíticas aumentadas. 
Como vimos, o ajuste induzido é uma característica comum, da 
ligação reversível dos ligantes às proteínas (Capítulo 7). O ajuste 
induzido também é importante na interação de quase todas as 
enzimas com os seus substratos. 


Grupos catalíticos específicos 
contribuem para a catálise 

Uma vez que o substrato se liga à enzima, os grupos catalíticos 
funcionais, adequadamente posicionados, auxiliam a quebra e a 
formação de ligações por meio de uma variedade de mecanis- 
mos, incluindo a catálise ácido-base geral, a catálise covalente e 
a catálise por lons metálicos. Esses são mecanismos distintos 
daqueles baseados na energia de ügação, uma vez que geralmente 
envolvem uma interação covalente transiente com o substrato ou 
uma transferência de grupos do substrato ou para o substrato. 

Catálise ácido-base geral. Muitas reações bioquímicas envol- 
vem a formação de intermediários carregados instáveis que ten- 
dem ã se transformar rapidamente em suas espécies reagentes 
constituintes, impedindo assim a reação (Fig. 8-8). Esses interme- 
diários carregados frequentemente podem ser estabilizados pela 
transferência (retirada ou adição) de prótons do substrato ou 
de um intermediário, para formar espécies que se quebram em 
produtos mais rapidamente que os reagentes. Para as reações 
não-enzimáticas, a transferência de prótons pode envolver ape- 
nas os constituintes da água ou também outros doadores ou 
aceptores fracos de prótons. A catálise que envolve apenas os íons 



mostrada a hidrólise de um a ligação amida, a mesma neação catalisada pela quimotripsina e outras proteases. O desenvolvimento da carga á desfavo- 
rável e pode ser evitado pela doação de um próton pelo H 3 CT (catálise ácida especifica) ou HA (catálise ácida geral), em que HA representa um ácido 
qualquer. Similarmente, a carga pode ser neutralizada pela captura de um próton pelo OH - (catálise básica especifica) ou 0; (catálise básica geral), em 
que B: representa uma base qualquer. 



H* (HjO*) ou OH", presentes na água, é denominada catálise 
ácido- base especifica, Se a transferência de prótons entre o in- 
termediário e a água é mais rápida que a transformação do in- 
termediário nos reagentes, o intermediário será efetivamente 
estabilizado todas as vezes que se formar Desse modo, nenhu- 
ma catálise adicionai, mediada por outros receptores chi doado- 
res de prótons* ocorrerá. Entretanto, em muitos casos, apenas a 
participação da água não á suficiente. O termo catálise ácido- 
base geral refere-se a transferências de prótons mediadas por 
nutras ciasses de moléculas. Pára reações não-etmmáticas em 
soluções aquosas, isso ocorre apenas quando o intermedia no 
ànstávd da reação se transforma nos reagentes com uma veloci- 
dade maior com que os prótons são transferidos da água ou para 
a água, Ntssas situações vário* ácidos orgânicos fracos podem 
suplementar a água como doadores de prótons, ou, ainda, bases 
orgânicas fracas podem servir como aceptoras de prótons. 

No centro ativo de uma enzima, um certo número de cadeias 
laterais de aminoáddos pode atuar tanto como doador quanto 
como aceptor de prótons {Fíg. 8-9). Esses grupos podem ser po- 
sicionados precisa mente no centro ativo de uma enzima, permi- 
tindo a transferencia de prótons e garantindo aumentos na ve- 
locidade da reação da ordem de 1G : a IÚ\ Esse tipo de catálise 
ocorre com a maioria das enzimas. De fato, as transferências dv 
prtqons são as reações bioquímicas mais comuns. 
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Os aminoácidos *m uma catálise ácido-base gerai 


Muitas reações orgânicas são prammxi« por doadores de prótons (io- 
dos gertol ou aceptcxes de piótons (ba$» geratí* Os silios catai itcos de 
atgi*n« # r urnas contém grupos f jnoorvus de aminoiodos, como os 
mostrados aqm. que podem partcipar no processo catalítico como doa- 
dores ou aceptores de- prótons. 

Catálise cova I anta. Neste tipo de catalise e formada uma li- 
gação covalente transitória entre a enzima e o substrato. Consi- 
dere a hidrólise da ligação química entre os grupos A e 8: 

a— B JidL» a t R 

Na presença de um catalisador covalente {uma enzima com um 
grupo nueleofílico X:)> a reação ocorre da seguinte forma: 

A— B + X: * A—X + B -tíiíL* A + X: + b 

Isso altera o caminho da reação e resulta em catálise apenas quan - 
do o novo caminho tem uma energia de ativação menor que 
aquele da reação não- ca ta Usada. Assim, os dois novos passos 
precisam ser mais rápidos que os da reação não-catalisada. Al- 
gumas cadeias laterais de aminoácidos, incluindo as da Figu- 


ra B-9, e os grupos funcionais de alguns co-fátores de enzimas 
podem servir como nucleófitos na formação de tigaçóes cova- 
lentes com os substratos, Esses completos covalenles sempre 
sofrem reações posteriores para regenerar a enzima livre. A liga- 
ção covalente formada entre a euzima e o substrato pode ainráf 
esse substrato para uma reação subsequente de uma maneira 
particulannente específica par* o grupo ou coenrinvi envolvidos 

Catalisai por ions metálicos t »s metais firmemenlc ligado» 
à molécula da enzima ou captados da solução [unto com ó subs- 
trato podem participar de várias maneiras na catálise. As intera- 
ções sónicas entre um metal ligadk> á enzima c o substrato po- 
dem ajudar a orientar o substrato para a reação ou estabilizar os 
estados de transição carregados eletricamente. O uso de intera- 
ções pnr ligações fracas entre o metal e o substrato é similar á 
utilização da energia de ligação enzima -substrato já deserda an- 
teriormente. Os metais podem também mediar reações de ojfir- 
red Lição por meio de mudanças reversíveis no estado de oxida- 
ção do ion metálico. Cercst de um terço das enzimas conhecidas 
requer um ou mais tons metálicos para sua atividade catalítica, 
A maioria das enzimas emprega uma combinação de várias 
estratégias catalíticas para aumentar a velocidade da reação. Um 
bom exe mplo do uso das catálises covalente e áctdo-basc geral i 
a reação catalisada pela quimotripsina. O primeiro é a quebra 
de uma ligação peptidka que é acompanhada pela formação de 
uma ligação covalente entre um resíduo de «riria da enzima e 
parte do substrato. A reação ê acelerada pela catálise básica geral 
envolvendo outros grupos na enzima ( Rg. 8- 10}. A reáçio <b 
quimotripsma será descrita com maiores detalhes mais adiante 
neste capitulo. 



Figura 8- 10 - Otáltsef cov*í*mt» m ácido- ba« geral O primam pas- 
so da reação catalisada peta quirwtnpsma e chamado de passo da aeáa- 
Ção O grupo tudnHáa da 5er lf * £ o nudeofiiüü em uma reação ate-fcf à- 
da püa catálrse básica gera* (a base ê a cadeia laíera) da H« v |. too pn> 
pennena um novo caminho para a hdróáse da ligação peptidea Acatálw 
somente ocorre se cada passo do novo umnho for mais rápido Que o da 
reação nãocataisads A reação da qumotrpsma esta descola com m« 
detaties na Figura 8- >9 


A Cinética Enzimática como uma 
Abordagem para a Compreensão do 
Mecanismo de Ação das Enzimas 

Múltiplas abordagens são com u mente empregadas para estudar 
o mecanismo de ação de unia enzima purificada. O conhecimen- 
to da estrutura tridimensional da proteína fornece informações 
importantes e o valor dessa informação estrutural é aumentado 
significativamente pelos conhecimentos obtidos por meio da 
química de proteína clássica c pelos métodos modernos de mu- 
Mgénese sítio dirigida {mudança da sequência de amifiojcidos 
de uma proteína por meio da engenharia genética: veja Capitu- 
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Io 29). Essas tecnologias permitem ao ermmologista examinar 
o papd individual dos a min oà eidos tanto na estrutura da onzr 
ma como na sua açâo catalítica. Entretanto, a abordagem cen- 
tral para estudar o mecanismo de uma reação catalisada por uma 
enzima é determinar a wíúcuiatte da reação c como ela se altera 
em fonção de mudanças nos parâmetros experimentais, uma dis- 
ciplina conhecida como dnéika eoiimátka. Essa é a aborda- 
gem mais antiga para a compreensão dos mecanismos enzimá- 
tico* c continua sendo muito importante até hoje. O que segue é 
uma introdução básica ã cinética das reações catalisadas por en- 
zimas. Para um estudo mais avançado devem ser consultadas as 
referências citadas no final do capítulo 

A concentração do substrato afeta a velocidade 
das reações catalisadas por enzimas 

Um dos principais fatores que afetam a velocidade de uma rea- 
ção in vitro , catalisada por uma enzima purificada, é a concen- 
tração do substrato, [S] . Entretanto, estudar os efeitos da cun- 
cerU ração do substrato é complicado pelo falo de |S| variar du- 
rante o curso dc uma dada reação, á medida que o substrato é 
convertido em produto, Uma abordagem simplificada em expe- 
rimentos cinéticos ê medir a velocidade inicial da reação, desig- 
nada por in, quando |S] é geral mente muito maior que a concen- 
tração da en/.iim, | E|. Assim, se o tempo dc reação for sufirien- 
temente curto, as mudanças na JS] séfão desprezíveis, portanto 
a |S| pode Kr considerada constante. 

O efeito em V 0 provocado pda variação da JS], quando a 
concentração de enzima é mantida constante, está mostrado na 
Figura 8-11, Em concentrações rdalivamcnte baixas de substra- 
to, IV. aumenta quase linearmenie com o aumento da [S]. Em 
altas concentrações de substrato, V„ aumenta cada vez menos 
em resposia aos aumentos da |S|. F hui mente, é alcançado um 
ponto acima do qual ocorrem aumentos insignificantes de Va,à 
medida que a [Sf aumenta. Esse patamar atingido para tais va- 
lores de V t] i muito próximo da velocidade máxima, V^. 

0 complexo ES é fundamental para a compreensão desse 
comportamento cinético, já que ele foi o ponto de partida para a 
ditcusslo da catálise enzimática. O perfil cinético apresentado 
na Figura 8- 1 1 levou Víctor Henri, seguindo as diretrizes dc 
Würtz, i propor, em 1903, que a combinação de uma enzima 
com a molécula de seu substrato pata firmar o complexo ES é 
um passo obrigatório na catálise enzimáiica. Fm 1913 essa idéia 
foi expandida em uma teoria geral da ação das enzimas por Lco- 
nof Mídudis e Maud Menien. Eles postularam que inkialmen- 
le a enzima se combina reversível mente com o substrato para 
formar o complexo enzima-substrato, etn um passo reversível 
itktivamente rápido: 

E*Sí=±SS (8-7) 

Em uma segunda etapa lenta, o complexo Eí> então se quebra 
liberando a enzima livre, o produto da reação, P 

ES 5==t E + ? 18 

Como a segunda reação é mais lenta (Eq. 8-8), ela limita a velo- 
cidade da reação enzimática. Assim, a velocidade da reação enzi - 
inábeis deve ser proporcional à concentração da substância que 
reage nu segundo passo, isto é, ES. 

Em qualquer instante de uma reação catalisada enzimatica- 
mrntr, a enzima existe em duas formas, a não ligada ao substra- 
to, ou forma livre E. e a forma ligada ao substrato, ES- Em baixas 
|S] , a maior parte da enzima está na forma livre E. Nessas condi- 
ções, a velocidade da reação será proporcional á [S] porque o 
equilíbrio da Equação 8-7 é deslocado na direção da formação 



Figura 8-11 - Efeito da concentração de substrato na velocidade 
Inicia) de uma reação catalisada enzima nica mente Por meto deste 
tipo de gráfico, a pode ser determinada apenas aproximada meme. 
isso porque V ü se aproxima mãS nunca chega a atingir V^. A concentra- 
ção de substrato, em que a Vo é a metade da V^. á ff,, a constante de 
Michaelis-Menten. A concentração da enzima em um experimento como 
esse é geralmente tào baixa que [S] » fE] mesmo quando IS] e descrita 
como pequena ou relativamente pequena. As unidades sáo típicas para 
reações catalisadas enzénaticamente e apresentadas apenas para ilustrai 
O Significada V 0 e [S] ínote que a turva descreve parte de uma hipérbole 
'elangular, com uma das assJniotas em V W Se a curva continuasse paia 
concentrações abaixo de |S] ■ 0. eia se aproumana de uma assmtola 
veniral quando [S] = -K.} 



Maod Menien 
( 1079 - 1960 ) 


dc mais ES, á medida que a |S| aumenta, A velocidade inicial 
máxima da reação I V - t . ) será atingida quando pratica mente 
todas as moléculas do enzima estiverem na forma do complexo 
ES e a concentração da etmma lím E for signifíeativaíirwme pe- 
queria Nessa s condições, a enzima está “saturada' 1 com seu subs- 
trato e a velocidade da reação não aumenta mais com novos au- 
mentos da |Sj. Essa condição existirá sempre que a [S| for sufi- 
cien temente alta para manter todas as muJéoiLas de enzima na 
forma combinada com o substrato, ES. Em seguida, o complexo 
ES transforma-se no produto E e a enzima é liberada para cata- 
lisar a transformação de outra molécula de substrato. O efeito 
de saturação é uma característica que distingue os catalisadores 
enzjmáticoseé o responsável pelo patamar observado na Figura 
8-1 L Essa condição de saturação existirá sempre que 1 S! for su- 
ficientemente alta. 

Quando a enzima é mislurada com um grande excesso de 
substrato, existe um período inicial, o estado pre-esl acionário, 
fio qual a concentração de ES aumento, Esse período é muito 
curto para poder ser facilmente observado. A reação atinge rapi- 
damente o estado estacionário, em que a [ES|te a concentração 



de quaisquer outros intermediários) permanecerá praficamentr 
ronstante durante o decorrer de certo tempo, O conceito de es- 
tado estacionário fuj introduzido por G.E. Briggs e J.B.S, Hui da- 
ne em 1925. A velocidade medida gera] mente reflete o estado 
estacionário (mesmo considerando-se que Vi, esteja limitada aos 
tempos iniciais da reação) e a análise dessas velocidades iniciais 
é chamada de dnéf ka de estado estacionário. 


A relação entre a concentrarão do substrato 
e a velocidade da reação pode ser expressa 
q ua n ti ta ti va m e n t e 

A curva que expressa a relação entre [S] e V 0 (Fig. 8-1 1) tem a 
mesma forma geral para a maioria das enzimas (ela se aproxima 
de uma hiperbofe retangular) que pode ser expressa algébrica 
mente pda equação de Mkhadis-Menten. Michadis e Menten 
den varam essa equaçid partindo de sua hipótese básica de que 
o passo limilamc da velocidade nas reações ertzimáticas seria a 
quebra do complexo ES para formar o produto e j enzima livre, 
A equação é 


v - v n-iS| 
* A.+ ISJ 


18 <ri 


Ch termos importantes são [S|„ V& e uma constante cha- 
mada de constante de Mkhaelís* Â' m . Todos esses lermos são fa- 
cilmente medidos experimentalmente. 

Nús desenvolveremos aqui a lógica básica e os passos algé- 
bricos da dedução moderna da equação de Michaelis-Menten, 
que inclui a consideração do estado estacionário introduzido 
por Briggs e Haldanc, A dedução começa com as duas etapas 
básicas envolvidas na formação e na quebra de ES [Eqs, 8-7 e 8- 
8). Nos primeiros momentos da reação, a concentração do pro- 
duto, |P], é ncgligentiáve] e, para simplificar, assumiremos que 
L 2 (que descreve a reação reversa de P para S) pode ser ignora - 
da, Essa consideração nlo é critica mas simplifica nossa tarefa. 
Assim, a reação gcTal se reduz a 


E + S?4; ES^iE + P 


(«-I 0 I 


V* é determinada pda quebra de ES para formar o produto, que 
por sua vez é determinado pela [ESJ: 

Vs-idESt (MI) 

Gomo a {ESJ na Equação 8- II não é facilmente medida expeiv 
menialmente. t preciso encontrar uma expressão alternativa para 
[ESJ, Primeiro* introduziremos o termo [EJ que representa a 
concentração total da enzima (a soma dos concentrações da en- 
zima livre e da ligada ao substrato). Desse modo, a concentração 
da enzima livre, ou não ligada ao substrato, pode ser representa- 
da por {£,[ - |ES] + Como a |S{ geralmente é muito maior que j 
|E t|, a quantidade de substrato ligada à enzima, em qualquer 
momento da reação * é desprezível quando comparada com a [$j. 
Tendo em vista ewas considerações» os passos que se seguem 
conduzirão a uma expressão simples para V<>, em termos de pa- 
râmetros que podem ser facilmente medidos experímen talmente, 

ftisso i . As velocidades de formação e quebra de ES são determi- 
nadas pelos passos governados pelas constantes de velocidade Jt| 
(formação) c k. } + Jk 2 (desaparecimento), de acordo com as ex- 
pressões: 

Velocidade de formação de ES = Jt, ( f E r ] - [ ES \ ) l S) ( I- U ) 

Velocidade de quebr* de ES = JL l [ ES] + Ei [ES] (8- 1 .1 ) 

Jífljsa 2 . Considera-se agora que a velocidade inicial da reação 
reflete um estado estacionário em que a (ESJ é constante, isto é, 
a velocidade de forma ção de ES é igual à velocidade de quebra de 


ES, Essa i a chamada consideração de estado estacionário. Assim, 
as expressões nas Equações H- 1 2 e 8- 1 3 podem ser igualadas 

MlE.|-[iSms| =JLdaS| + Jt ? |ES| (B-W 


flp&Q J* Desenvolverem*» agora uma série de passos algébricos 
para resolver a Equação 8 - M em função da [ESJ. Rrimeirarnen- 
te, o lado esquerdo da equação é multiplicado e o lado direito é 
simplificado 

UEJlSl-ftriBHSJ »ít, + UM (8-15) 

.Adicionando -se o termo t , | ES| |S| a ambos os lados da equação 

e simplificando 


Resolvendo esta equação em função da [ES|: 


IESI- 


MEdíSI 
*,151+1, + *. 


(8-17) 


Simplificando esta última expressão c combinando- se todas as 
constantes de velocidade em um único termo: 


lESi 


EM 

[SJ * (A, + k ,)/*, 


(8-18) 


O termo (* 2 + é definido como a constante de Michadis. 
fírtt, A substituição desse valor na Equação 8-18 simplifica a ex- 
pressão para 


[ESI 


_ IEIISJ 

K. n + fS) 


(8-È9S 


Passo 4, V ü agora pode ser expressa em termos da [ES], Substitu- 
indo-se a [ES] da Equação 8-11 pdu Lido direito da Equação 8- 
19 obtém-se 


v _ AjJEJtSl 

* * B +|S| 


(«-201 


Eíla equação ainda pode ser simplificada, lá vimos que a veloci- 
dade atingirá o ponto máximo quando a enzima estiver satura- 
da, isto é, quando 1 ES| = | EJ. Assim pode ser definida como 

1 E,] . Substituindo este valor na Equação 8-20 obtém-se 


Estai é a equação de MichoelLs -Menten, a equação da velocidade 
para uma reação catalisada enzimaticameníe e com um único 
substrato Ela é uma expressão da relação quantitativa entre a 
velocidade inicial V* a velocidade inidol máxima V e a con- 
centração inicial de substrato [Sf, todas relacionadas pda cons- 
tante de Michadis, AT*. Note que o K„ tem unidade de concen- 
tração. Essa equação esti realmente de acordo com resultados 
experimentais reais? SíttlCm firmaremos essa afirmação consi- 
derando situações Limites em que a 15) é muito alta ou mtiilo 
baixa» como mostrado na Figura 8-12. 

Lmj importante relação numérica emerge da equação de 
Michadis- Menten no caso especial em que V;, é exatamente a 
metade de ( Fig, 8- 12). Então: 


y-*. Vm^ESf 

2 K„ + |Sj 


( 8 - 21 ) 


Dividindo por V ^*. , obtém-se 

f _ 1S| 

2 K m t [S] 


(S-22> 


Resolvendo em função de K m < obtém-se K„ + [S] = 2[SJ» ou 

= (SJ, quando V a = J V mii ( 8 - 23 ) 

Isto representa uma definição prática muito útil de AT ffl : o JC m é 
equivalente à concentração de substrato onde é igual à meta- 
de de Um*. 



Figura ft-12 - Efeito da concentração do substrato na velocidade 
inicial da reação. O gráfico mostra os parâmetros eméticas que definem 
os limites da curva em baixas e altas [S]. Em baixas {5], XV » [S] e o 
termo [S] no denominador da equação de Michaelis-Wenten (Eq 8-9) 
torna-se insignificante. A equação pode ser simplificada para V 0 - V rAf 
[Sl/C, e Va passa a ter uma dependência linear em função da [$], coma 
pode ser observado nesta figura. Em [S] elevadas, onde [S] » JCn-, o ter- 
mo Kr no denominador da equação de Michaelis-Menten torna-se insig- 
nificante e a equação pode ser simplificada para Va = V wiK . Isso è consis- 
tente com o patamar observado nas [S] elevadas. Portanto, a equação de 
Michaelis-Menten é consistente com a dependência observada de V Q em 
relação a [S]. A forma da curva é definida pelos termos V Tiv /K mr quando 
a [S] è pequena, e apenas por V miaj quando a jS] ê alta. 


A equação de Michaelis-Menten (Eq. 8-9) pode ser trans- 
formada algebricamente em formas que sã o mais úteis para a 
determinação prática de K m e V Mix (Adendo 8- 1 ) e* como descre- 
veremos posteriormente, na análise da ação de inibidores (veja 
Adendo 8-2). 

Os parâmetros cinéticos são usados 
para comparar as atividades das enzimas 

É importante distinguir entre a equação de Michaelis-Menten e 
o mecanismo cinético específico em que ele se baseia. A equação 
descreve o comportamento cinético da grande maioria da* enzi- 
mas, e todas as enzimas que exibem uma dependência hiperbó- 
lica de V<j em relação a [ S j são denominadas enzimas que seguem 
a cinética de Michaelis-Menten. A regra prática de que K m = (S) 
quando V 0 = \ V máv (Eq, 8-23) é válida para todas as enzimas que 
seguem a cinética de Michaelis-Menten (a maioria das exceções 
à cinética de Michaelis-Menten são as enzimas reguladoras, dis- 
cutidas no final deste capítulo). Entretanto, a equação de Mi- 
chaelis-Menten não depende do mecanismo de reação relativa- 
mente simples* de duas etapas, proposto por Mkhadis e Menten 
(Eq. 8-10), Muitas enzimas que seguem a equação de Michaelis- 
Menten têm mecanismos de reação muito diferentes entre si* e 
enzimas que catalisam reações com seis ou oito etapas identifi- 
cáveis freqüentemente exibem o mesmo comportamento ciné- 
tico de estado estacionário. Mesmo considerando que a Equa- 


Adendo 3-1 Transformações da equação de Michaelis-Menten: 
o gráfico dos duplos recíprocos 


A equação de Michaelis-Menten 
v - mSl 

KV + fS] 

pode ser transformada algebricamente em equações 
que são mais úteís no tratamento gráfico dos dados 
experimentais. Uma transformação comum é obti- 
da simplesmente invertendo-se os dois lados da 
equação de Michaelis-Menten: 

1 K^+151 

Vn ' VV*JS] 

Se parando -se os componentes do numerador do 
lado direito da equação obtém-se 

J_ K,n , [5] 

v* " \WS] v^s] 

que pode ser simplificada para: 

1 . K n , I 

V D vws] 

Esta forma da equação de Michaelis-Menten é cha- 
mada de equação de T.ineweaver-Burk, Fara as en- 
zimas que obedecem a equação de Michaelís- Men- 
ten, o gráfico de VV a versus 1/[SJ (gráfico dos ''du- 
plos recíprocos 1 ' de V ti versus í Sl que usamos até 
agora) é representado por uma linha reta (Fig. U* 
Essa linha tem uma inclinação de um in- 

tercepto de I/VVix no eixo de 1/V^eum intercepto 
de -1/AV no eixo de 1/ fSl . A representação dos du- 
plos recíprocos, também chamada representação de 
Líneweaver-Burk* tem a grande vantagem de per- 


mitir uma determinação mais acurada de V max , que 
pode ser obtida apenas aproximadamente pelo grá- 
fico Vfl versus [S] (veja Fig. 8-12). 

Outras transformações da equação de Michae- 
lis-Menten têm sido deduzidas, cada uma apresen- 
tando alguma vantagem particular na análise de 
dados de cinética enzimátka (veja problema 1 1, 
pág. 223), 

Q gráfico dos duplos recíprocos para velocida- 
des de reações enzimátícas é muito útil na diferen- 
ciação de diferentes mecanismos de reação enzimá- 
tica (veja Fig. 8-14) e na análise de inibidores de 
enzimas (veja Adendo 8-2). 



Figura 1-0 gráfico dos duplos recíprocos de Linewea- 
ver-Purk. 
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ção 8-23 é verdadeira para muitas enzimas, a magnitude e o sig- 
nificado real de e K a podem variar de uma enzima para 
outra, isso é uma limitação importante do modelo do estada 
estacionário para a cinética enzimática. e ff™ são parâme- 
tros que podem ser obtidos experimentalmente para qualquer 
enzima, mas mesmo assim eles fornecem pouca informação so- 
bre o número> a velocidade ou a natureza química das etapas 
discretas da reação. Não obstante, a cinética de estado esta- 
cionário representa a linguagem -padrão pela qual as eficiências 
catalíticas das enzimas são caracterizadas e comparadas. Trata- 
remos agora da aplicação e interpretação e aplicação dos termos 

Um método gráfico simples para se obter um valor aproxi- 
mado para o íT m está mostrado na Figura 8-12. Um procedimento 
mais conveniente, usando o gráfico dos duplos recíprocos, está 
apresentado na Adendo 8- 1 . O Jf m pode variar muito de enzima 
para enzima e até mesmo para diferentes substratos de uma 
mesma enzima (Tabela 8-6). O termo muitas vezes 6 empre- 
gado (inadequadamente) como uma indicação da afinidade da 
enzima pelo seu substrato. O significado real do K m depende de 
aspectos específicos do mecanismo de reação, tais como o nú- 
mero e as velocidades relativas dos passos individuais da reação. 
Para reações com duas etapas, 

= (9-24) 

Quando k 2 é limitante da velocidade, Jt 3 << Jfc_, e JC m se reduzem 
a ftwi/fc], que é definida como a constante de dissociação, K& do 
complexo ES. Nos casos em que essas condições prevalecem, o 
K m representa uma medida da afinidade da enzima pelo subs- 
trato no complexo ES. Entretanto, essas condições não se apli- 
cam para a maioria das enzimas. Algumas vezes k 2 > > k. L e então 
Kjú = kj/k]. Em outros casos, k^e k_\ são comparáveis e K m per- 
manece como uma função mais complexa das três constantes 
de velocidade (Eq. 8-24). Nesse caso, a equação de Michaelis- 
Menten e o comportamento característico da saturação da en- 
zima ainda são válidos, mas o K m não pode ser considerado 
como uma medida da afinidade da enzima pelo substrato. Ain- 
da mais comuns são os casos em que a reação ocorre por meio 
de etapas múltiplas após a formação do complexo ES. O 
então se torna uma função muito complexa de muitas constan- 
tes de velocidade. 


Tabela 8-6 - Valoras de K m para algumas enzimas e substratos 


Enzima 

Substrato 

K m (mM) 

Cãlalase 

HjOj 

25 

Hexoquinase (cérebro) 

ATP 

0.4 


P-glicose 

0.05 


D-frutõse 

1,5 

An id rase carbônica 

HCGã 

26 

Quirnotripsina 

Gticiltirosinilglicina 

108 


N-benzoiltirosinamida 

2,5 

(S-galactosidase 

D-Factose 

4.0 

Treomna desidratase 

L-treonina 

5,0 


A V m também varia muito de uma enzima para outra. Se 
uma enzima reage de acordo com o mecanismo de duas etapas 
Michaelis-Menten, V m ê equivalente a A 2 |E t ), onde k 2 ê a etapa 
limitante da velocidade. Entretanto, o número de etapas de rea- 
ção e a identidade da(s) etapa(s) límitante(s) da velocidade 
podem variar de enzima para enzima. Por exemplo, considere 
uma situação muito comum na qual a liberação do produto, 


EP -► E + E, é limitante da velocidade. Nos instantes iniciais da 
reação (quando a [P] é baixa), a reação global pode ser descrita 
pelo esquema 

E + S ES EP 4 P (8-25) 

Neste caso, a maior parte da enzima está na forma EP em condi- 
ções de saturação e V m tL - [Et]. £ útil definir uma constante 

mais geral, para descrever a velocidade limitante de qual- 
quer reação catalisada por uma enzima em condições de satura- 
ção. Se existirem várias etapas na reação enzimática e uma delas 
for visivelmente limitante da velocidade, £ La[ é equivalente à cons- 
tante de velocidade da etapa limitante. Para a reação da Equação 
S-10, = fc 2 , Para a reação da Equação S-25, = U,. Quando 

várias etapas são pardalmente limitantes da velocidade, pode 

se transformar em uma função complexa de várias das constantes 
de veloddade que definem cada etapa individual da reação, Na 
equação de Michaelis-Menten, k Cúl = V^/fEj e a Equação 8-9 
se transforma em 

A constante ê uma constante de velocidade de primeira or- 
dem cuja unidade é o recíproco do tempo. Eia também é chama- 
da de número de renovação e é equivalente ao número de molé- 
culas do substrato convertidas em produto por uma única mo- 
lécula da enzima, em uma dada unidade de tempo, quando a 
enzima está saturada pelo substrato. Os números de renovação 
de várias enzimas são apresentados na Tabela 8-7. 

Tabela 8 7 - Número de renovação (k^J de algumas enzimas 


Enzima 

Substrato 

Cs '1 

Catalase 


40.000.000 

An id rase carbônica 

HCOJ 

400.000 

Acetilcolinesterase 

Acetilcolina 

140.000 

[Mactamase 

Benzi Ipenicilioa 

2.000 

Fumarase 

Fuma rato 

BOO 

Proteína RecA (uma ATPase) 

ATP 

0,4 


Os parâmetros cinéticos k^t e K m geralmente são úteis para 
o estudo e a comparação de diferentes enzimas independente- 
mente de seus mecanismos de reação serem simples ou comple- 
xos. Cada enzima apresenta valores ótimos de Jfc^ e que refle- 
tem o ambiente celular, a concentração do substrato normal - 
mente encontrado in vivo pela enzima e a química da reação que 
está sendo catalisada. 

Os parâmetros k ^ e K m permitem avaliar a eficiência cata- 
lítica das enzimas, mas esses parâmetros isoladamente são in- 
suficientes para essa tarefa. Duas enzimas que catalisam rea- 
ções diferentes podem ter a mesma (número de renovação), 
embora as velocidades das reações nao-catalisadas possam ser 
diferentes. Dessa forma, o aumento da velocidade provocado 
pela enzima pode ser muito diferente, Experimentalmente, o 
K m de uma enzima tende a ser similar á concentração celular do 
seu substrato. Uma enzima que atua sobre um substrato pre- 
sente em uma concentração muito baixa no interior da célula 
tenderá a ter um K m muito menor que aquela que atua sobre 
um substrato que é mais abundante, 

A melhor maneira de se comparar a eficiência catalítica de 
diferentes enzimas ou o número de renovação de diferentes subs- 
tratos para uma mesma enzima é analisar a relação k L .JK m para 
as duas reações. Esse parâmetro, que algumas vezes é denomina- 
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dg constante específica, é a constante de velocidade para a con- 
versão de E + S em E + P. Quando [SJ << K mi a Equação 8-26 se 
reduz à fornia 

v n =-^s!_ [E,J[S] ( 8 - 27 ) 

*-cn 

Neste caso, como vç, depende da concentração de dois reagen- 
tes, [EJ e [S], ela è uma equação de velocidade de segunda or- 
dem e a constante k ití /K m é uma constante de velocidade de 
reação de segunda ordem com unidades M _J s _J , Existe um li- 
mite superior para k^jK m , imposto pela velocidade com que E 
e 5 se difundem em uma solução aquosa. Esse limite, controla- 
do peia difusão, é da ordem de 10* a IO 9 M“V\ e muitas enzi- 
mas apresentam o valor de k tl próximo a esse intervalo 
(Tabela 8-8), Taís enzimas são consideradas catai iticamente 
perfeitas. Note que diferentes valores de e K m podem produ- 
zir relações máximas. 

Muitas enzimas catalisam reações 
que envolvem dois ou mais substratos 

Já vimos como a [S] afeta a velocidade de uma reação enzimáti- 
ca simples (S -s P) na qual participa apenas uma molécula de 
substrato. Entretanto, em muitas reações enzimáticas, duas (al- 
gumas vezes mais de duas) moléculas de substratos diferentes se 
ligam à enzima e participam da reação. Por exemplo, na reação 
catalisada pela hexoquinase, o ATP e a glicose são as moléculas 
de substrato e o ADP e a glicose- 6-fosfato são os produtos: 

ATP + glicose * AE>P + glicose-6-fü$fatü 

As velocidades dessas reações com dois substratos também po- 
dem ser analisadas pela abordagem de Míchaelis-Menten. A he- 
xoquinase tem um K m característico para cada um dos seus dois 
substratos (Tabela 8-6). 

As reações enzímáticas com dois substratos usual mente en- 
volvem a transferência de um átomo ou um grupo funcional de 
um substrato para o outro. Tais reações ocorrem por meio de 
um ou vários caminhos diferentes. Em alguns casos, ambos os 
substratos estão ligados à enzima ao mesmo tempo, em algum 
instante da reação, formando um complexo ternário não- cova - 
lente (Fig. 8- 13a), Esse complexo pode ser formado pela ligação 
dos substratos em uma sequência ao acaso ou em uma ordem 
específica. Nenhum complexa ternário é formado se o primeiro 
substrato é convertido em produto e se dissocia antes da ligação 
do segundo substrato. Um exemplo é o mecanismo chamado 
pingue-pongue ou de dupla-troca (Fig. 8- 13b). À cinética do 
estado estacionário frequentemente pode ajudar na distinção 
entre essas possibilidades (Fig. 8-14). 


Reação mzimática envolvendo um complexo ternário 


Ordem ao acaso 



Ordenado £ 

E + Ss 3==i E$i ESiSj ► E + P L + Pi 

(*) 


Ração enximâticà ai qual não se forma o complexo temido 



(b) 


Figura 8-13 - Mecanismos comuns para reações com dois subs- 
tratos catalisados enzimatkamente Em (a) a enzima e ambos cç 
substratos se juntam para formar um complexo ternário. Em uma asso- 
ciação ordenada, o substrato 1 deve ser ligado antes, para que o subs- 
trato 2 possa se ligar predutrva mente. Em uma associação ao acaso, os 
substratos podem se ligar em qualquer ordem. Em (b), um complexo 
enzima-substrato se forma, um produto é formado, a enzima modifica- 
da forma um segundo complexo com uma molécula de um outro subs- 
trato. e um segundo produto é formado, regenerando a enzima livre. O 
substrato 1 pode transferir um grupo funcional para a enzima (origi- 
nando a forma modificada covalentemente, E'). que ê subsequente- 
mente transferida para o substrato 2. Esse é o mecanismo chamado 
pingue-pongue ou de dupla-troca. 


A cinética de estado pré-estacionário pode fornecer 
evidências para etapas especificas da reação 

A cinética enzimátíca foi introduzida como um método impor- 
tante para estudar as etapas de uma reação enzimátíca, bem como 
foram mencionadas as limitações dos parâmetros cinéticos mais 
comuns que fornecem tal informação. Os dois parâmetros ex- 
perimentais mais importantes fornecidos pda cinética de esta- 
do estacionário são o k ctl e o As variações desses parâ- 

metros com a variação do pH e da temperatura podem fornecer 
informações adicionais a respeito das etapas de uma reação. No 
caso de reações com dois substratos* a cinética do estado estacio- 
nário pode ajudar a determinar se durante a reação é formado 
um complexo ternário (Fig. 8-14). Um quadro mais completo 
geral mente requer métodos cinéticos mais sofisticados, que vão 
além dos objetivos de um texto Introdutório, Assim, será intro- 
duzida, de forma muito breve, uma das mais importantes abor- 
dagens para se estudar o mecanismo de uma reação, a cinética 
de estado pré- estacionário. 


Tabela ft-fl - Enzimas nas quais o valor de k^/K^ está próximo do limite controlado pela difusão (de 10* a 10* M -1 s -1 > 


Enzima 

Substrato 

frert 

Cs 1 ! 

Km 

m 

WK* 

(MV 1 ) 

Acetilcolinesterase 

Acetilcolina 

1 r 4 x l Ú q 

9 X IO" 5 

1,6 x 10“ 

Anidrase carbônica 

CO:- 

1 * 10* 

1,2 X Ifr* 

8,3 x 1Q ? 


hco 3 

4 * 10 5 

2,6 x 10" 2 

1,5 x 10 2 

Cataiase 

HjOí 

4 x 10 7 

1,1 

4 * 10 7 

Crotonase 

Crotonil CoA 

5,7* 10 3 

z x i tr 5 

2,8 x 10“ 

Fumarase 

Fumarato 

9 x 10 2 

s x ur 5 

1,6 x 10 8 


Malato 

9 x 10 a 

2,5 x 10' 5 

3,6 x 10' 

p-Lactamase 

Be nzil penicilina 

2,0 x 10 3 

2 x IO" 5 

1 x 1Q 8 


Fonte: Fçrstit, A (1 999}, Structure aflá Wec henism in Protein Science, p. 1 66. Freeman and Company, NewYork. 
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Figura 8-14 - Análise cinética do estado estacionário para rea- 
ções com dois substratos. Nestes gráficos dos duplos recíprocos (veja 
Adendo 6-1}, a concentração do substrato 1 é variável,, enquanto a con- 
centração do substrato 2 é mantida constante. Isso é repetido para vá- 
nos valores de [S A, gerando vánas retas separadas. A interseção dessas 
retas indida a formação de um complexo ternário na reação (a); netas 
paralelas indicam que a reação ocorre por uma via do tipo pingue-pon- 
gue ou dupla-troca (b). 

Uma descrição completa de uma reação catalisada por enzi- 
mas requer medidas diretas das velocidades das etapas indivi- 
duais da reação, como por exemplo a medida da associação da 
enzima e com o substrato para formar o complexo ES, É duran- 
te o estado pré- estacionário que as velocidades de muitas etapas 
da reação podem ser medidas independentemente. As condições 
da reação são ajustadas para facilitar a medida dos eventos que 
ocorrem durante a transformação de uma única molécula de 
substrato. Uma vez que a fase de estado pré-estacionário em ge- 
rai é muito curta 3 froqüen temente são necessárias técnicas espe- 
cializadas para efetuar uma mistura muito rápida dos reagentes 
e a amostragem que se segue. Um dos objetivos é a obtenção de 
um quadro completo e quantitativo das mudanças de energia 
durante a reação. Conforme mencionado anteriormente, a velo- 
cidade das reações e o equilíbrio estão relacionados com as mu- 
danças de energia livre que ocorrem durante a reação. A medida 
da velocidade das etapas individuais de uma reação revela como 
a energia é usada por uma enzima específica, o que representa 
um componente importante do mecanismo global da reação. 
Em um grande número de casos jã é possível medir a velocidade 
de cada uma das etapas individuais de uma reação enzim ática 
que apresenta várias etapas. Alguns exemplos da aplicação da 
cinética de estado pré-estacionário estão incluídos nas descri- 
ções de enzimas específicas, ainda neste capítulo. 

As enzimas são sujeitas à inibição 

Os inibidores das enzimas são agentes moleculares que interfe- 
rem com a catálise, diminuindo ou interrompendo as reações 
enzi místicas. As enzimas catalisam virtualmente todos os pro- 
cessos celulares e nàó é surpreendente que os inibidores das en- 


zimas estejam entre os mais impohantes agentes farmacêuticos 
conhecidos. Por exemplo, a aspirina (acetilsalicilato) inibe a en- 
zima que catalisa o primeiro passo na síntese das prostagkndi- 
nas, compostos envolvidos em muitos processos, incluindo al- 
guns que produzem a sensação de dor. O estudo dos inibidores 
das enzimas tem fornecido valiosas informações a respeito dos 
mecanismos enzimáticos e tem ajudado a definir algumas vias 
metabólicas. Existem duas grandes classes de inibidores enzí- 
máticos: reversíveis e irreversíveis. 

A inibição reversível pode ser 
competitiva, incompetitiva ou mista 

Um tipo comum de inibidor reversível é chamado competitivo 
(Fig. 8-1 5a). Um inibidor competitivo compete com o substra- 
to pelo sitio ativo da enzima. Enquanto o inibidor (I) ocupar a 



Figura 8-15 - Três tipos de inibição reversível, (a) Os inibidores com- 
petitivos se ligam ao centro ativo da enzima. íb) Os inibidores mcompeti- 
tt vos se ligam em regiões diferentes do sitio âtivo, mas se ligam apenas 
ao complexo ES. fcTié a constante de equáibrio para a ligação do inibidor 
a enzima, enquanto ' £ a constante de equilíbrio pa*a a ligação do 
inibidor ao complexo E5. (c) Os inibidores mistos se ligam em regiões 
diferentes do sítio ativo, mas podem se íigar tanto a E como a ES. 
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centro ativo da enzima* ele impedirá a ligação do substrato. Os 
inibidores competitivos são compostos cujas estruturas mole- 
culares frequentemente lembram a do substrato e que se combi- 
nam com a enzima para formar um complexo EI, sem contudo 
propiciar a catálise. Até mesmo associações rápidas desse tipo 
afetarão negativamente a eficiência da enzima. Levando-se em 
consideração a geometria molecular do inibidor* que ê parecida 
com a do substrato, é possível obter conclusões sobre quais par- 
tes do substrato normal se ligam à enzima. A inibição competi- 
tiva pode ser analisada quantitativamente pela cinética de esta- 
do estacionário. Na presença de um inibidor competitivo, a equa- 
ção de Michaelis-Memen (Eq. 8-28) fica: 


onde 


e 


V.,*.[S| 
iíK m + [5| 


£[ = 


mm 

[EI] 


( 8 - 28 ) 


A Equação 8-28 descreve as características importantes da inibi- 
ção competitiva, O termo aK ffl {K m observado na presença do 
inibidor), determinado experimentalmente, é freqüentemente 
denominado K m “aparente”. 

Como o inibidor se liga reversivelmente à enzima, a com- 
petição pode se tornar favorável ao substrato pela adição de mais 
substrato. Quando a [S] é muito maior que a [I]* a probabilida- 
de de uma molécula do inibidor se ligar ã enzima será mínima e 
a reação exibirá uma V 7 ,^ normal Entretanto, a [51 em que 
Vo o K m aparente, estará aumentada de um fator a na 

presença do inibidor, Esse efeito no K m aparente, combinado 
com a ausência de um efeito em V^é diagnóstico da inibição 
competitiva e facilmente revelado no gráfico dos duplos recí- 
procos (Adendo 8-2). A constante de equilíbrio para a ligação 
do inibidor, K h pode ser obtida a partir do mesmo gráfico, 

Uma terapêutica baseada na competição pelo centro ativo é 
usada para tratar pacientes que ingeriram metanol* um solvente 
encontrado em misturas anticongelantes. A desidrogenase alco- 
ólica do fígado converte o metanol em formaldeído* que é preju- 
dicial à maioria dos tecidos. A cegueira é um resultado frequen- 
te da intoxicação pelo metanol, porque os olhos são particular- 
mente sensíveis ao formaldeído. Q etanol compete efetivamente 
com o metanol como um substrato alternativo para a desidro- 
genase alcoólica. Q efeito do etanol é muito parecido com o de 
um inibidor competitivo, com a ressalva de que o etanol tam- 
bém é um substrato e a sua concentração diminui com o decor- 
rer do tempo, à medida que a enzima o converte em aeelaldeído. 
Assim, a terapia para o envenenamento com metanol é a infusão 
endovenosa gradual de etanol, em uma velocidade que mante- 
nha uma concentração controlada na corrente sanguínea durante 
várias horas. Isso diminui a formação do formaldeído, reduzin- 
do o perigo, enquanto os rins excretam o metanol pela urina 
sem maiores danos. 

As duas outras formas de inibição reversível, ineompetitiva 
e mista, são freqüentemente definidas em termos de enzimas com 
um único substrato, mas na prática têm sido observadas apenas 
cnm enzimas que têm dois ou mais substratos. Um inibidor Ln- 
competitivo (Fig. 8- 15b) se liga em um sítio diferente do sítio 
ativo do substrato, porém, diferentementt: do inibidor competi- 
tivo* liga-se apenas ao complexo ES, 


Na presença de um inibidor incompetitivo, a equação de 
Michaelis-Menten se altera para 

V-» iS] 


v u = 


t «-'[Si 


( 8 - 29 } 


onde 


a' = I + 


JíL 

K\’ 


\fsm 

[ESI] 

Conforme descrito pela Equação 8-29, em altas concentrações 
do substrato, Vuse aproxima de V^/ci'. Assim, um inibidor in- 
competitivo diminui a O valor do K m aparente também 
diminui porque a [S] requerida para alcançar a metade da V míí 
diminui de um fator ct r . 

Um inibidor misto (Fig. 8- 15c) também se liga a um sítio 
diferente do sitio alívo do substrato, mas de pode se ligar tanto 
a E como a ES. A equação que descreve a inibição mista é 


ftJCn, + a' [Si 


( 8 - 30 ) 


onde a e a' são definidos como anteriormente. Um inibidor 
misto geral mente afeta tanto o K™ como a V m4s . O caso especial 
em que a = a'* raramenlc encontrado na prática, é definido clas- 
sicamente como inibição não-competitiva. Analise a Equação 
9-30 para perceber porque um inibidor não competitivo afeta a 
Vmix* mas nân o K m > 

Na prática, as inibições ineompetitiva e mista são observa- 
das somente para enzimas com dois ou mais substratos (por 
exemplo, S, e S 2 ), e esses substratos são muito Importantes na 
análise experimental de tais enzimas. Se um inibidor se liga ao 
sítio ocupado por S|* ele pode atuar como um inibidor compe- 
titivo em experimentos nos quais a [S t ] é variável- Se um inibi- 
dor se liga ao sítio normalmente ocupado por S 2 , ele pode atuar 
como um inibidor misto ou como um inibidor incompetitivo 
de S[, Os modelos de inibição atualmente observados depen- 
dem do fato de as ligações de S| e S 2 serem ordenadas ou ao aca- 
so. Desse modo* pode-se determinar a ordem com que esses subs- 
tratos se ligam ao sítio ativo e os produtos são liberados. Fre- 
quentemente* o uso de um dos produtos da reação como um 
inibidor é particularmente informativo. Se somente um dos dois 
produtos da reação estiver presente* então a reação inversa não 
ocorrerá. Contudo* um produto geralmente se ligará em alguma 
parte do sítio ativo atuando como um inibidor. Os estudos de 
inibição geral mente são elaborados e podem proporcionar uma 
descrição detalhada do mecanismo de uma reação biss abstrato. 


A inibição irreversível é uma ferramenta importante 
na pesquisa das enzimas e em farmacologia 

Inibidores irreversíveis são aqueles que se combinam com um 
grupo funcional na molécula da enzima ou o destroem ou ainda 
formam uma associação co valente bastante estável, A formação 
de uma ligação covalente entre 0 inibidor c a enzima é muito 
comum. Os inibidores irreversíveis representam uma ferramen- 
ta muito Útil no estudo do mecanismo das reações. Os aminoá- 
cidos essenciais do sítio ativo que apresentam funções catalíti- 
cas importantes ffeqiientemenre são identificados por meio da 
determinação do aminoáddo que está ligado covalentemcnte ao 
inibidor depois que a enzima é inativada. Um exemplo está 
mostrado na Figura 8-16, 

Uma classe especial de inibidores irreversíveis é a dos inibi- 
dores suicidas. Esses compostos são relativamente pouco reati- 
vos até se ligarem ao sítio ativo de uma enzima especifica. Um 
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D1FP 


Figura 5-16 - inibição irmevenlvet A reação da quinioiripvriâ com o dicopiopUtluoriosfalo tDlFp) nibe ttpvpt- 
sivelrnefMe 3 enjima (sso levou à conclusão de oue 3 Ser ^ é o rMíduo-rtiay? de sennã do silo auvo da quimo- 
ínpsma. 


Adendo 8-2 Testes cinéticos para a determinação dos mecanismos de inibição 


O gráfico dos duplos recíprocos ( veja Adendo fl-lj 
oferece uma forma fácil de tiítcrmmjr se um inibi- 
dor enzima I iço é competitivo, incumpetitivo ou 
mirto, Dois com untos de experimentos dc dcirrmi- 
nação de velocidade devem ser realizados t\ em 
ambos os conjuntos, a concentração da enzima ê 
ma nr ida constante, No primeiro conjunto, a JS] tam- 
bém è mantida constante, permitindo a medida do 
efeito do aumento da concentração do inibidor |J] 
na velocidade inkial Vo [não mostrado), No segun- 
do conjunto, a |[| 6 mantida constante, mas 4 jS| 
varia. Cs resultados sdii lançados cm gráfico na for- 
ma de 1/t'owniu l/f5|. 

A Figura I mostra um conjunto de gráficos dos 
duplos recíprocos* um deles obtido na auséncii do 
inibidor e dois outros obtidos em duas concenira- 
çies diferentes de uni inibidor competitivo. O au- 
mento da fl| resulta em uma família de retas com 
intercepto comum no eixo 1/V fl nus vom indiru- 
çftes diferentes. Como o intercepto no eixo l/V 0 è 
igual a I /V^,, observa- se que a permanece inal- 

terada na presença de um inibidor competitivo. Isto 

independentemente da concentração de um ini- 
bidor competitivo, uma concentração sufi d en te- 
mente alta tio substrato sempre deslocará o inibi- 
dor competitivo do sitio ativo da enzima. Acima do 
gráfico está mostrado o reur ranjo da Equação tí-28, 
na qual o gráfico í baseado. O valor de ot pode ser 


J_ [ L + _J_ 

K "U_J|S| 



calculado pela mudança da iitcli nação para uma 
dada [!|, innhecendo-sc a |t] e a* é pessívd deter- 
minar Ki por me» da expressão; 



Para uma inibição incompeiniva e mista, gráfi- 
cos similares dos valores de velocidade originam as 
famílias de retas mostradas nas Figuras 2 e 3. Mu- 
danças nos intercepteis dos eixos assinalam mudan- 
ça* eni V fll * M e K m , 


J_ 4 JL 



t a* 
rç " \ J[S| 



Figura 1 - utoção compemrva 


Figura 3 - Imbição msta 
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inibidor suicida è desenhado para participar dos primeiro* pas- 
sos químicos da reação enzimática normal Entretanto, cm ves 
de ser transformado tio produto nurmal, o inibidor é converti* 
do em um composto muito reativo que se combina irreversivel- 
mente com a enzima, Esses compostos também *án chamados 
de inibidores com baie no mecanismo, porque des ulitizam o 
mecanismo da reação enzimáiica norma] para i reativar a enzi- 
ma. Esses inibidores ocupam um papd central no desenvolvi - 
mento racional de drogas» uma abordagem moderna para a ob- 
tenção de novos agentes farmacêuticos, em que novos substra- 
tos são sintetizados baseando-se no conhecimento dos substratos 
já conhecidos e nos mecanismos das reações. Um Inibidor suici- 
da bem planejado é especifico para uma única enzima e não t 
reativo ate que esteja dentro do sitio ativo da enzima. Assim, as 
drogas baseadas nessa estratégia oferecem a grande vantagem de 
apresentar poucos efeitos colaterais {vejea Adendo 22-2)* 

A atividade enzimática é afetada pelo pH 

As enzimas têm um pH ótimo (ou um intervalo de pH J no qual 
a sua atividade e máxima (Fig. 8-17). Em um pH maior ou me- 
nor. a atividade diminui. Isso não i surpreendente. As cadeias 
laterais dos aminoicidos do centra ativo podem atuar como áci- 
dos e bases fracas com funçóes críticas que dependem da tnanu 



P H 

Ftpsuta 

(*) 



£^litc»-£)-fasfela&í 

íb> 


Figura 8-17-0 perfil pH- atividade de duas enzimas Estas curvas 
são construídas com resultados de medidas das velocidades inídaiS, quan- 
do a reação è desenvolvida em tampões com diferentes pH, Como o eixo 
do pH é uma escala logarítmica que reflete mudanças da ordem de 10 
vezes nas concentrações de Hl as mudanças em V 0 também são lança- 
das em uma escala logarítmica. 0 pH ótimo para a atividade dé urna 
enzima geralmente reflete o ambiente onde a enzima é normal mente 
encontrada. í*) A pepsma que hidrolisa certas ligações peptldrcas das 
proteínas durante a digéStáó no estômago tem pH útimo, de cerca de 
1 ,6. 0 pH do suco gástrico i da ordem de 1 a 2 fb) A gkose-6- fosfatas» 
dos htfpaiftdtos (células do fígado) com pH ótimo de cerca de 7.S é 
responsável pele liberação da glicose no sangue. O pH normal do otoíol 
dos nepa too tov é cerca de 7,2 


tenção de certos estados de ionização e, em algum lugar da pro- 
teína, as cadeias laterais ionizadas podem desempenhar um pa- 
pel essencial nas Interações que mantêm a estrutura da proteí- 
na. Por exemplo, a remoção de um próton de um resíduo de His 
fora do centro ativo pode eliminar uma interação iòntea essen- 
cial para a estabilização da conformação ativa da enzima. Uma 
causa menos comum de sensibilidade ao pH éa titulação dc gru- 
pos do substrato. 

O intervalo de pH no qual a enzima sofre mudanças na ati- 
vidade pode fornecer uma pista sobre qual aminoácido está en- 
volvido {veja Tabela 5- 1 ), Uma mudança na atividade enzimiti- 
ca ao redor de pH 7A por exemplo» em geraJ reflete a titulação 
de um resíduo His. Entretanto, os efeitos do pH precisam set 
interpretados com certa cautela. No ambiente bem empacotado 
de uma proteína» o pK t da cadeia lateral de um aminoáctdo pode 
variar significativa mente, Por exemplo» uma carga positiva viri- 
nha pode diminuir o valor do pK„ de um resíduo de lisina, en- 
quanto uma carga negativa vizinha pode aumentá-lo. Algumas 
vezes, esses efeitos resultam em um p K t deslocado de ditas ou 
mais unidades de pH em relação ao seu valor normal {do ami- 
noãddo livre), Na enzima acetoacetato desça rboxilase, um resí- 
duo Lis (p/f, normal 10,5) apresenta um pK, de 6.6 devido a efei- 
tos eletrostáticos de cargas positiva* próximas. 

Exemplos de Reações Enzim áticas 

Este capítulo focalizou até agora os princípios gerai* da catálise 
e introduziu alguns parâmetro* cinéticos empregados para des- 
crever a ação das enzimas. Os princípios e os conhecimentos ci- 
néticos estão combinado* na Adendo 8-3 que descreve alguma* 
das evidências que indicam que a energia de ligação e a comple- 
mentaridade do estado de transição são pontos centrais para a 
catálise enzimática, Vamos examinar agora vário* exemplos es- 
pecíficos de reação enzimática. 

À compreensão do mecanismo de ação completo de uma 
enzima purificada requer a identificação de lodos os substratos» 
co- fatores, produtos e reguladores. Além disso, ela requer o co- 
nhecimento de: ( L| seqüência temporal da ligação das forma* 
intermediárias da reação a enzima. 12) estrutura de cada inter- 
mediário c cada estado de transição, £ 3 i velocidade de intmao- 
versão dos intermediários, (4) relação estrutural da enzima com 
cada intermediário, e (5) energia de todos os grupos reagente* e 
que interagem e contribuem para a formação dos intermediá- 
rios e estados de transição. Provavelmente não existe nenhuma 
enzima de que nosso conhecimento atual satisfaça completa- 
mente esses requisitos. Niu obstante a isso, virias décadas de 
pesquisa produziram informações mccamstica* a respeito de cen- 
letias de enzimas e, em alguns casos, essa informação é aitamen- 
le detalhada, 

O mecanismo das reações ilustra princípios 

Apresentamos aqui o* mecanismos da quimotripsina. hexoqui- 
na*e e enolase. Essas enzimas foram escolhidas não por serem 
a* mais bem conhecidas ou por abrangerem todas as classe* 
possíveis da química de enzimática, mas porque ilustram da- 
ra mente alguns princípios gerai* explicados neste capítulo. A 
discussão está concentrada em princípio* selecionados junta- 
mente com alguns experimentos cruciais que ajudaram a cha- 
mar a atenção sobre esses princípios, Muito* detalhes mecanís- 
íicos e evidências experimentais foram omitidos e,em nenhum 
caso, o* mecanismos descritos fornecem uma completa expli- 
cação para os aumentos da velocidade catalítica provocada por 
essa* enzimas. 
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Evidências da complementaridade entre a enzima 
e o estado de transição 


Adendo 8-3 


O estado de transjçãu de uma reação ê difícil de s er 
estudado porque de tem um tempo curto de vida. 
Enlrríamo, para enlcndcr í catálise enzimálka é 
preciso analisar a interação enire a enzima e esse 
momento efêmeru dumnic li reação. A complemen- 
taridade entre a enzima e o estado de transição é 
virtualmente um requisito para a catalise, p,i que a 
colina de energia; sabre a qual ü estado de transição 
se situa é que a enzima precisa diminuir, se a catátb 
se oco rt cr. Como podem ser obtidas evidências para 
a complementaridade entre a enzima e o ou do de 
trartnçto? Fdizmmte existe uma variedade de abor- 
dagem noras e antigas paia resolver esse problema,, 
cada uma delas fornecendo evidências muito Con- 
vincentes em apoio a esse principio geral da catálise 
enzimátka. 

Correlações estrutura-atívidade 

Se as enzimas são complementares aus estados cie 
transição da reação, então alguns grupos funcionais 
do substrato e da enzima precisam interagir prefr- 
reixiaJfnenir no estado de transição que no com- 
plexo £5. A alteração desses grupos deve ptovocar 
pouco efeito na formação do complexo ES e. por- 
tanto. nlo deve afetar os parâmetros cinéticos ta 
constante de dissociação, K lf , ou algumas vezes o K m , 
se K á - K m \ que refletem o equilíbrio E . + S ES, 
Entorta nt o, mudanças desses mesmos grupos devem 
provocar um grande efeito na velocidade global (À^,, 
ou k c jK m ) da reaçáo, uma vez que o substrato não 
apresenta as interações de ligação necessárias para 
diminuir a energia de ativação. 

Lm excelente exemplo desse efeito e musErado 
na cinética associada a uma série de substratos si- 
milares pari a quimotnpsina ( Fig. I ). Á quimutrip- 
ãna normalmente catalisa a hidrólise daa ligações 
peptklicas adjacentes a ammoácidos aromáticos. Os 
substratos mostrados na Figura 1 são modelos me- 


nores, convenientes para os substratos naturais t po- 
lipcplidcm longos c proteína*; veja Capitulo 5-S. Os 
grupos químicos funcionais adicionados a cada 
substrato (A para B para Cl estão sombreados em 
vermelho. Conforme mostrado na tabela da Figura 
1, a interação entre a enzima e esses grupos funcio- 
nais adicionados provoca um efeito mínimo vibre 
o K m i assumido como uma imagem de K.jl. porem 
um grande eleito positivo sobre k^, ou Imo 

é o que esperaríamos se a interação contribuísse dg- 
nificativamente para a estabilização do estado de 
transição. Os resultados também mostram que * ve- 
locidade da reação pode ser afetada significa! rvjrraen- 
ie pelas interações enzima -subM rato que. fisicamen- 
te, estio longe das ligações covilentes que serio d- 
teradüA nu reação enzimáiica, A quimolripsina i 
descrita em maiores detalhes mais adiante. 

Uma abordagem experimental complementar é 
modificar a enzima, eliminando certas interações 
ertzi ma -substrato pela substituição de avrttncld- 
dos específicos por meio de mutagênese sítio-dirt- 
gid* I Capítulos fc e 29), Os resultados desses expe- 
rimentos demonstram nova mente a importância 
da energia de Ligação na estabilização do estado de 
transição. 

Análogo* do estado de transição 

Muito embora o estado de iransição não possa ser 
observado diretamente, os químicos frcqüemetnrnte 
têm pneviato a estrutura aproximada dü estado de 
transição baseados no acúmulo de conhecimento a 
respeito dos mecanismos de reação. O estado de 
transição, por definição, c transiente e Làu iruEivd 
que medkbs diretas da interação de ligação entre 
essas especics e a enrim j são impossíveis. Fn iman- 
to, em alguns casos, moléculas estáveis muito íí 
mefhintr* *p estado de transição podem set proje- 
tadas- Elas são chamadas análogos doestado delnn- 


Flgura 1 - Efeitos que pequenas mudanças estruturai nd 
molécula do substrato provocam nos parâmetros cinéticos 
da hidrólise de uma amida catalisada pela quimotripsina. 
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sição, Em princípio, das devem se Ligar a uma enzi- 
ma mais firmemente do que o substrato no com- 
plexo ES, uma vez que etas devem se a j us tar melhor 
ao sitio ativo (isto é. formar um ma br número de 
interações fracas) que o próprio substrato, A idéia 
dos anifogns do estado de transição foi uigerida por 
Pauimg, na década de 1940, e tem lido averiguada 
para um certo número de enzi mas Eues experimen- 
tos, têm a limitação de que um estado de transição 
anifogo nunca pode mimelizar perfeita mente o es- 
tado de transiçia Entretanto, algum anáJogcH se Li- 
gam à enzima IO 1 a 10* voes ma» firmemente que 
o próprio substrato normal, acarretando uma boa 
evidência de que oi sitio* ativos ébs enzimas são 
real mente complementares aos estados de transição. 
O mesmo pnndpío è atualmente usado, como roti- 
na na indústria farmacêutica, no desenvolvimento 
de novas drogas. As potentes drogas anti-HIV cha- 
madas inibidores de proieasev foram desenvolvidas 
como análogos que se ligam fortemente ao eslado 
de transição e são direcionadas para o centro ativo 
da protea.se do H tV, 

Anticorpos catalíticos 

Se um análogo do estado de transição pode ser pro- 
jetado para a reação S-iR então um anticorpo que 
se liga fortemente ao análogo do estado de transi- 
ção pode catalisar 5 — ► P. Qs anticorpos fímunoglo- 
hulinas; veja Fig, 7-23] sáo os principais participan- 
tes da resposta imunológica. Quando um análogo 
do estado de transição é empregado como uma pro- 
teína Ligante de epitupo para estimular a produção 
de anticorpos, os anticorpos que se Ligam a ele são 
catalisadores potenciais da reação correspondente. 


Q uso de "anticorpos catalíticos 1 ' inidalmente suge- 
rida por Wtllkm p lersckv em 1969, tomou-se prá- 
tico com o desenvolvimento de técnicas de labora- 
tório paia produzir anticorpos idênticos que se li- 
gam a um único antigeno especifico (anticorpos 
monoefofuts, veja CaplUlfo ?)♦ 

Trabalhos pioneiros nos laboratórios de Rkhard 
Lerner e Peter Schultr multaram no sobmento de 
alguns anticorpos moisodonois que catalisam a hi- 
drólise de Ésteres ou carbonatos (Fig, 2). Nessas rea- 
ções, o ataque da água (OIT} ao carbono da cari» 
nik produz um estado de transição letraédrico, iw 
qual uma carga parcial negativa se desenvolve no 
oxigénio da carbooiii. Os fosfocuros mimetizam a 
estrutura e a distribuição de cargas desse estado de 
transição durante a hidrólise de ésteres, tomando- 
os bom análogos do estado de transição, Por isso. 
os íosfonatos são usados nas reações de hidrólise de 
carbonatos. Os anticorpos que ligam fortemente o 
fosfonalo ou o fosfalo aceleram as reações de hi- 
drólise do éster ou carbonato correspondentes, da 
ordem de ]ü 3 a íQ 4 . Análises estruturais de dguns 
desses anticorpos catalíticos mostraram que as ca- 
deias laterais de alguns umínoácidos catalíticos es- 
tão arranjadas de tal mudo que interagem com o 
substrato, princí paimente quando ele se encontra 
no estado de transição. 

Os anticorpos catalíticos geral mente não apre- 
sentam a mesma eficíéttcU catalítica das enzimas; 
entretanto, eles estão começando a ser utilizados na 
indústria e em medicina. Por exemplo, os anticorpos 
catalíticas desenvolvidos para degradar a cocaína es- 
tão sendo pesquisados como auxilio importante no 
tratamento da dependência de cocaína. 
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Figura 2 - Estados de traraçáo esperados píra os rea- 
ções de w de estem ou carbonatos Der^aocs de 
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Quimotripsina. A quimotripsina (M r 25.UQQ) c uma protease. 
Lima enzima que catalisa a hidrólise de ligações peptídicas. Essa 
protease é específica para quebrar ligações peptídicas adjacentes 
a resíduos de ammoáddos aromáticos (veja Tabela 5-7), A es- 
trutura tridimensional da quimotripsina 6 mostrada na Figura 
8-18, na qual estão enfatizados os grupos funcionais do sítio 
ativo. A reação catalisada por essa enzima ilustra o princípio da 
estabilização do estado de transição e também fornece um exem- 
plo clássico de catálise ácido-base geral e catálise covalente. 

A quimotripsina aumenta a velocidade de hidrólise da liga- 
ção peptídica de um fator de pelo menos IO 9 . A enzima não ca- 
talisa o ataque direto da água sobre a ligação peptídica. Em vez 
disso, ocorre a formação de um intermediário co valente transo 
ente, a adi -enzima. Desse modo, essa reação tem duas fases prin- 
cipais (Fig. 8-19). Na fase de adJação, a ligação peptídica é que- 
brada e uma ligação éster é formada entre o carbono da carbo- 
nila e a enzima. Na fase de desadlação, a ligação éster é hidroüsada 
e a enzima nao-acílada é regenerada. Na fase de acilação o nucleó- 
fiio é o oxigênio da Ser 195 . Normalmente, a hidroxila da serina 
está protonada em pH neutro, mas a f>er L ' JÍ está ligada por ponte 
de hidrogénio à His 5/ , que também está ligada por ponte de hi- 
drogênio ao Asp l1í2 . Esses três aminoácidos são frequentemente 


chamados de tríade catalítica. Quando o oxigénio da 5er lto ataca 
o carbono da carbonila da ligação peptídica, a His S7 , que está 
ligada por pontes de hidrogênio, funciona como uma base geral 
removendo o próton da serina, enquanto o Asp |ni h carregado 
negatnprnente t estabiliza a carga positiva que se forma no resí- 
duo de His. Isso previne a Formação de uma carga positiva mui- 
to instável na hidroxila da Ser 195 e a torna muito mais nucleofíli- 
ca. A His 57 pode também agir como um doador de prótons e 
proton ar o grupo amíno na porção do substrato que foi deslo- 
cada (o grupo que sai). Um conjunto semelhante de transferên- 
cias de prótons ocorre no passo de desacilação. 

Enquanto o oxigênio da Ser l9s ataca o grupo carbonila do 
substrato, é formado um intermediário de vida muito curta, no 
qual o oxigênio da carbonila adquire uma carga negativa. Essa 
carga é formada dentro de uma cavidade na enzima, chamada de 
fenda oxiânion, e estabilizada por pontes de hidrogênio propor- 
cionadas pelos nitrogénios dos grupos amida de duas ligações 
peptídicas do esqueleto da quimotripsina. Uma dessas pontes 
de hidrogênio ocorre apenas nesse intermediário e nos estados 
de transição de sua formação e quebra, reduzindo assim a ener- 
gia necessária para atingir esses estados, Este é um exemplo do 
uso da energia de ligação na catálise. 



Figura 8-18 - Estrutura da quimotripsina. {a} Representação da estrutura primária mostrando as ligações dissultetü e os resíduos de ammoác dos 
cruciais para a catálise. A proteína consiste de três cadeias poli peptídicas ligadas por pontes dissulfeto. A numeração dos resíduos (14, 1 5, 147 e 143 
não mostrados} está explicada na Figura 8-31. Os aminoácidos do sitio ativo estão agrupados na estrutura tridimensional (b) Representação da enzima 
enfatizando sua superfície. A fenda em que a cadeia lateral do aminoàodo aromático do substrato está ligada ê mostrada em verde. Os re^iduos-chave 
do centro ativo, incluindo a Ser' 95 , His 57 e Asp' 02 , são mostrados em vermelho O papel desses resíduos na catálise está ilustrado na Figura 8-19. (c) O 
esqueleto pohpeptídico da quimotripsina como uma estrutura em fita. As pontes dissulfeto são mostradas em ama raio; as cadeias A. B e C sáo 
coloridas como mostradas em (a). (d) Uma vista completa do sitio ativo com o substrato (verde) ligado. Dois dos resíduos do centro ativo, Ser i:i ' : e h\s"' r 
(vermelho) são pardalmente visíveis. A 5er 13 * ataca o grupo carbonila do substrato (o oxigênio è mostr&do em púrpura) e a carga negativa que se 
desenvolve no oxigeno é estabilizada pela cavidade oxiãmon (nitrogénios da ligação amida mostrados em alaranjado), conforme explicado na Figura 
8-19 No substrato, a cadeia lateral do aminoácido aromático e o nitrogênio amida da ligação peptídica que será quebraoa (projetando-se na direção 
do leitor e projetando a trajetória do resto da cadeia pohpeptidicã do substrato) estão mostrados em azul 
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Figura 8-19 - Passos na hidrólise de uma ligarão peptídlta pela qulmotrlpslna. O substrato (um polipeptideo ou proteína) está ligado no sitio 
ativo. A ligarão peptidica a ser Quebrada é posicionada pela ligação da cadeia lateral do aminoâodo hidrof óbito adjacente (um resíduo de fenilaiamna, 
neste exemplo) em uma fenda hidrofóbica especial na enzima. A reação consiste de duas fases. Nas etapas CD a ®. a formação do intermediário 
covalente acil-enzima está associada à hidrólise da ligação peptídica (fase de acilação). Nas etapas @ a Q), a desadlação regenera a enzima livre (fase 
de desadlação). Em ambas as fases, o oxigênio da carbonila do substrato adquire uma carga negativa no intermediário tetraêdnco- A carga é estabili- 
zada por pontes de hidrogênio entre os nitrogénios amida da Glp 5 e da Ser 155 . A ponte de hidrogênio com a Gli 193 è formada apenas nesse interme- 
diário de curta duração e nos estados de transição que levam ã sua formação e decomposição. A desacilação é essencialmente o reverso da acilação, 
em que a água é usada em substituição ao grupo a mino do substrato. Os residuos de His e Asp cooperam na triade catalítica proporcionando uma 
catálise básica geral nas etapas (2) e © e uma catálise ácida geral nas etapas C3> e ©. 


A primeira evidência da existência de um intermediário ço- 
valente adi-enlima surgiu de uma aplicação clássica da cinética 
de estado pré-estacionária Além da sua açào sobre as polipeptt- 
deos, a quimolripsína também catalisa a hidrólise de pequenas 
moléculas de j roídas é ésteres. Essas reações são muito mais len- 
tas que a hidrólise de peptideos porque menos energia de liga- 
ção está diíponfvd com essas moléculas pequenas de substra- 
tos. mas elas s áo mais fáceis de ser estudadas. As investigações 
de Bic Hartlcy e B + A* Kilby mostraram que a hidrólise do éster 
p-nilrofenilacetalo pela quunotripsina, medida pela liberação do 
p-mtrofend, ocorre com um aumento brusco (“bursO antes 
de se estabilizar em uma velocidade menor { Fig. 8-201. Extrapo- 
lando os resultados para o tempo zero» des concl u iram que esse 
aumento brusco correspondia à liberação de exata mente uma 
molécula de p-nitroíenol para cada molécula de enzima presen- 
te. Hartley e Kilby sugeriram que isso refletia uma acílaçio rapi- 
da de todas as moléculas de enzima (com a liberação de p-nitío- 
fenol ) e que a velocidade da renovação da enzima era limitada 
por uma etapa lenta de desacüação. Resultados similares têm 
sido obtidos desde então com muitas outras enzimas. A obser- 
vação da etapa de aumento brusco constitui outro exemplo do 
uso da cinétka para decompor uma reação em suas etapas cons- 
tituintes. 
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Figura B-2Q - A cinética d» astado pré-estacionário evidencia um 
Intermediário acll-enilma A hidrólise do p-nitrofenllacetato peio qui* 
motripsina é medida pela liberação de p-nitrofenúl (um produto colori- 
do). Inicia Irrien te, uma quantidade de p-nitrofenol quase «tequiomét ri- 
ca com a quantidade de enzima presente é liberada por meio de um 
aumento rápido, isso reflete a fase rápida de adlação da reação. A velo- 
cidade sutiseqüe-nte ê menor, uma vez que a renovação dá éniíma è 
limitada peta veborisde da tese de desaoLação, mais lenta 


Hexoquinase. Esta é uma emima bUsubstrato (M r 100.000) 
que catalisa a intercon versão de glicose e ÀTP em glicose-6-fos- 
fato e ADR O ATP e o ADP ligam-se ás enzimas como comple- 
xos do íon metálico Mg 2 *. À hidroxila do carbono t da glicose 
(para a qual o fosfato y do ATP é transferido} é similar à água em 
reatividade química, e a água entra livremente no sitio ativo da 
enzima. Mesmo assim,, a hexoqumáSc discrimina a glicose da 
água, sendo a glkose favorecida por um fator de Hf. 



A hexoquina.se pode discriminar entre a glicose e a água de- 
vido às mudanças conformacionai* que ocorrem na enzima quan- 
do o substrato correto se liga ao sítio alivo (Fig. 8-21 )_ Assim, a 
hexoquínase representa um excelente exemplo de ajuste induzido. 



figura &-21 - Ajusta induzido na hexoquínase As extremidades da 
hexoquínase, uma enzima em forma de U (a), atuam como pinça devido 
a uma mudança conformaoonal induzida pela Jigaçâo da D-glicose (ver- 
melho) (b). 
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Figura B 22 - As duas etapas da reação catalisada pela enola- 

se. {») Mecanismo de transformação do 2-fosfoglieerato em f«fo- 
enolpiruvato pela enolase. O grupo carboni-la da 2-fosfagllcerato è 
coordenado por deu lons magnésio no centro ativo. Um próton ê 
removido por meio de uma catálise básica geral (Lys^" 1 ) O interme- 
diário enúliCQ resultante e estabilizada petos dois ions Mg z ‘. A elimi- 
nação subsequente do —OH è facilitada por uma catálise ácida ger- 
ral ÍGIu J ' í,b) 0 substrato 2 -fosfoglice rato em relação aos Ions mag- 
nésio, Lys 14 ^ e Gkí ílT na centro ativo da enaíase Os átomos de H 
náo sáo mostrados Todos os átomos de oxigênio no í-fasfoglicora- 
to comiam em azut eiaro. o fósforo em Laranja 
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regulação mediada por um efetor, a regulação por meio de uma 
quebra profeolític* è irreversãvrL Eicmplos importantes desses 
dois mecanismos são encontrados em processos fisiológicos* ui* 
como a digestão, ã coagulação sanguínea* a ação hormonal e o 
processo da visão. 

O crescimento celular e a sobrevrvinda dependem do uso 
eficiente dos recursos disponibilizados peias enzimas regulado- 
ras. Nenhuma regra unica governa a ocorrência dos diferentes 
tipos e regulação nos diferentes sistemas. De um certo modo* a 
Tegulaçãoalostérkca ( não-cov alentei permite um ajuste fimvdas 
vias metabólicas que são requeridas continua mente, mas em 
diferentes níveis de atividade, à medida que condições celulares 
mudam. A regulação por modificação covaJenle pode ser ludo 
ou nada — principalmeníe no caso de quebra proteoüti ta — ou 
pode permitir mudanças ténues na atividade. Múltiplos tipos 
de regulação sâo observados em um grande número de enzimas 
reguladoras. O restante deste capítulo será destinado á regula- 
ção dias enzimas. 

As enzimas alostérteas sofrem 
mudanças conformado na is em resposta 
à ligação do modulador 

Conforme visto no Capitulo 7, as proteínas alostérkas são aque- 
las que apresentam "outras formas” ou conformações induzidas 
peta ligação dos modulado res. O mesmo conceito se aplica para 
determinadas enzimas reguladoras, em que mudanças confor- 


macionoii induzidas por um ou mais moduladores imerconver- 
tem formas mais e menos ativas da enzima- Os modutadores das 
enzimas reguladoras podem ser iajiio inibidores como estimu- 
ladores. Geralmente o próprio substrato ê um ativador da enzi- 
ma- As enzimas reguladoras cutos substrato e modulador são 
idênticos são cbamadas homotròpicac O efeito é similar à liga- 
ção do O* ã hemoglpbina. uma proteína que não tem atividade 
enzimática (Capítulo 7 1. A ligação do substrato causa mudan- 
ças conío rm acionais que afetam a subsequente atividade dos 
outros sítios na proteína. Quando o modulador é uma molécu- 
la diferente do substrato, a enzima e chamada heierotròpici 

F importante que os moduladotes alostêricos não sejam con- 
fundidos com os inibidores incompetitivos e mistos. Embora estes 
últimos se liguem a um segundo sitio na enzima, eles não pro- 
movem necessariamente mudanças conform&áanafe entre as for- 
mas ativa e inativa. Além disso, os efeilos cinéticos são distintos. 

As propriedades das enzimas oJostéricas são sígnificanl emen- 
te diferentes das das meras enzimas não- reguladoras. Algumas 
das diferenças são estruturais, Além dó sitio alivo, as enzimas 
LiJosté ricas apresentam um ou mais sítios reguladores ou alqsté- 
ricos para a ligação do modulador (Eig. 8-23), Tal como o cen- 
tro ativo é específico para o seu substrato, cada sítio regulador é 
específico para seu modulador, Na$ enzimas que apresentam vã- 
rios moduladores geralmente existem sítios de ligação específi- 
cos diferentes para cada um deles, Nos enzimas hornotrópicas., o 
centro ativo e o sítio regulutóriu são os mesmos. 
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Figura 8-23 - Interações entre as subun idades em uma encima alos- 
térica e interações com os inibidores e ativadores Em muitas enzi- 
mas alostéricas, o sítio de ligação do substrato e o(s) sltiofe) de ligação 
dos modu lactares estão em subun idades diferentes, a subunidade catalí- 
tica (C) e a reguladora (R), respectiva mente. A ligação de um modulador 
(M) positivo (estimulador) ao seu sítio especifico na subunidade regula- 
dora è comunicada à subunidade catalítica por meio de uma mudança 
çonformaaonal Essa mudança ativa a subunidade catalítica que passa a 
ligar o substrato [S> com alta afinidade. Quando ocorre a dissociação do 
modulador da subunidade reguladora, a enzima reverte para sua forma 
inativa ou menos ativa. 


A etapa reguladora em muitas vias é 
catalisada por uma enzima alostérica 

Em alguns sistemas muLlienzimáticos, a enzima reguladora é 
inibida espedficamente pelo produto final da via sempre que a 
sua concentração exceder as necessidades celulares. Quando a 
reação catalisada pela enzima reguladora diminui, todas as enzi- 
mas subseqüentés operam em velocidades reduzidas, uma vez 
que as concentrações de seus substratos diminuem. A velocida- 
de de produção do produto final dá via é, portanto balanceada 
com as necessidades celulares. ísse tipo de regulação é chamado 
de Inibição por retroalimentação. O aumento da concentração 
do produto final da via basicamente desacelera toda a via. 

Um dos primeiros exemplos de inibição alostérica por re- 
troalimentação descrito foi o sistema enzimático de bactéria que 
catalisa a conversão de L-treoninaem L-isoleucina (Fig, 8-25). A 
primeira enzima desse sistema h a L-treonina desidratase. é Ini- 
bida pela Ldspleucina h O produto da última reação da via, Este é 
um exemplo de inibição alostérica heterotrúpica e a isoleudna é 
um inibidor muito específico. Nenhum outro intermediário nes- 
sa sequência inibe a treonina desidratase, e nenhuma outra en- 
zima da seqUènçia é inibida pela isoleucina, A isoleudna não se 
liga ao sítio ativo. mas a um outro sítio específico na molécula 
da enzima, o sítio regulador. Essa ligação é do tipo não - cova - 
lente e facilmente reversível. Se a concentração de isoleucim 
diminui, a atividade da treonina desidratase aumenta. Desse 
modo, a atividade da treonina desidratase responde rápida e 
reversivel mente às variações da concentração da isoleudna na 
célula. 


Ás enzimas alostéricas geral mente são maiores e mais com- 
plexas que as enzimas não-aiostéricas. A maioria apresenta duas 
Ou mais cadeias polipeptídicas ou subunidades, A aspartato 
transcarbamilase, que catalisa a primeira reação da biossíntese 
de núcleo Lideos de pirimidina (Capítulo 22), apresenta 12 ca- 
deias polipeptídicas organizadas em subunidades catalíticas e 
reguladoras. A Figura 8-24 mostra a estrutura quaternária dessa 
enzima, deduzida de análise de raios X. 


As propriedades cinéticas das enzimas alostéricas 
divergem do comportamento de Michaelis-Menten 

As enzimas alostéricas apresentam relações entre VdC [Sf que di- 
ferem da cinética de Michaelis-Menten, Elas apresentam satura- 
ção pelo substrato quando fS] é suficientemente grande malpara 
algumas enzimas ülustéricas> o gráfico de Vq versus [SJ (Eig, 8*26) 
resulta em uma curva de saturação sigmoidal em vez da curva 
hiperbólica típica das enzimas não- reguladoras, Embora seja pos- 



Fígura 8-24 - Duas vistas da enzima reguladora aspar tato transcarbamilase Esta enzima reguladora alostérica tem dois arranjos 
catalíticos agrupados, cada um com trés cadeias polipeptídicas catalíticas (sombreados de azul e púrpura), e três arranjos reguladores agrupa- 
dos, cada um com duas cadeias polipeptídicas reguladoras (vermelho e amarelo). Os arranjos reguladores formam os pontos de um triângulo 
que rodeia as subunidades catalíticas. Os sítios de ligação para os moduiadores alostéricos estão nas subunidades reguladoras. A ligação do 
modulador provoca grandes modificações na conformação e na atividade da enzima. A íunção dessa enzima na síntese de nudeotideús e os 
detalhes da sua regulação serão discutidos no Capítulo 22. (Cortesia de Ray Steven, Universidade da Califórnia, Berkeley.) 


216 



CH, 


- 4 ®J'" SE 

A 

I* 


L-Treoninj 


1 * 

C 

J* 

D 

Jí 

COO- 

♦ l 

H,N— H 

- -H — Ç- — CH n L-J soleticina 
H 2 
CH-, 


Figura B-25 - Inibição por retroalimentação A conversão da L-treoni- 
na em L-isoleudna é catalisada por uma seqüéncia de cinco enzrmas (Ê : a 
Ei). A L-treonina desidrata.se (Et) é inibida especifica e alostericamente 
pela L-isoleuóna, o produto final da sequência, mas por nenhum dos 
quatro intermediários (A a D). A inibição por retroalimentação está indi- 
cada pela linha tracejada e pelo símbolo @ na seta da reação catalisada 
pela treonina desidratase, um esquema que è usado neste livro, 


sfvel encontrar um valor de [S] na curva de saturação sigmoidal 
para a qual V^é a metade da velocidade máxima, não se pode refe- 
rir a ela como designando t> pois a enzima não segue o com- 
portamento hiperbólico de Michaelis-Menten. Como substituto* 
O símbolo [S]o,j ou Ko^é frequentemente usado para representar a 
concentração de substrato que produz metade da velocidade má- 
xima da reação catalisada por urna enzima alostérica (Fig, 8-26), 


O comportamento cinético sigmoidal geralmente reflete in- 
terações cooperativas entre múltiplas s ubun idades protéicas, Em 
outras palavras, mudanças na estrutura de uma subunidade são 
traduzidas em mudanças estruturais nas subun idades adjacen- 
tes, um efeito que é mediado por interações não-co valentes na(s) 
interface(s) sub unidade- subunidade, Gx princípios são muito 
bem ilustrados pela ligação do 0 2 à hemoglobina (Capítulo 7). 
O comportamento cinético sigmoidal é explicado pelos mode- 
los da simetria ajustada e seqüencial para interações de sub uni- 
dades (veja Fig. 7-14). 

As enzimas aiostéricas homotrópicas geralmente apresen- 
tam múltiplas subunidades. Conforme salientado anteriormen- 
te, o mesmo sítio de ligação em cada subunidade pode funcio- 
nar tanto como sítio ativo quanto como sítio regulador. O subs- 
trato pode ser um modulador positivo (um ativador) porque as 
sub unida des atuam cooperativamenle: a ligação de uma molé- 
cula do substrato a um sítio de ligação altera a conformação da 
enzima e favorece a ligação de outras moléculas do substrato, 
Isso explica o aumento sigmoidal, e não o hiperbólico, de 
com o aumento da [SJ, Uma característica da cinética sigmoidal 
é que pequenas mudanças na concentração de um modulador 
podem ser associadas a grandes mudanças na atividade. Como 
fica evidente na Figura 8-26a, um aumento relativamente pe- 
queno na [S] , na parte ascendente da curva, provoca um aumento 
comparativamente grande em V D . 

Para as enzimas aiostéricas heterotrópicas, cujo modulador 
é um metabólito diferente do substrato, é difícil fazer generali- 
zações acerca da forma da curva de saturação pelo substrato. 
Um ativador pode tornar a curva mais próxima de uma hipér- 
bole, com uma diminuição no ír D 5 mas sem mudanças em V máx , 
resultando assim em uma maior velocidade de reação para uma 
concentração fixa de substrato ( V Q é maior para qualquer valor 
de [S]) (Fig. 8- 26b, curva superior). Outras enzimas aiostéricas 
heterotrópicas respondem a um ativador por meio de um au- 
mento de com uma pequena variação no (Fig.S-2óc). 
Um modulador negativo (um inibidor) pode produzir uma curva 
de saturação pelo substrato mah sigmoidal, com um aumento 
no Kqj (Fig. 8 -26b. curva inferior). Às enzimas aiostéricas hete- 
rotrópicas podem apresentar diferentes tipos de respostas nas 
suas curvas de variação da atividade em função da [Sj porque 
várias apresentam moduladores inibidores, várias apresentam 
modula dores ativadores e várias apresentam ambos os tipos. 



IS] (mM) 
(a) 




[Sf (mM) 
(c) 


Figura 8-26 - Curvas d e variação da atividade em função da concentração do substrato para enzimas aiostéricas representativas Três 
exemplos de respostas complexas dadas por enzimas aiostéricas aos seus reguladores, (a) Curva sigmoidal de uma enzima homotròpica em que o 
substrato também atoa como um modulador positivo (estimulador) ou ativador. Note a semelhança com a curva de saturação da hemoglobina pelo 
□xiglniQ (veja Fig. 7-12). (b) Efeitos de um modulador positivo© e um modulador negativo 0 sobre uma enzima alostérica em que K^è alterado sem 
mudanças na V mtx . A curva central mostra a relação entre atividade e concentração do substrato sem um modulador. (c) Tipo menos comum de 
modulação em que V^, ê alterada e permanece quase constante. 


Algumas enzimas reguladoras sofrem 
modificações cova lentes reversíveis 

Em uma outra cl asse importante de enzimas reguladoras, a ati- 
vidade é regulada por modificação covalenle da molécula da en- 
zima. Entre os grupos modificadores estão: fosfato, adenosina 
monofbsfato, uridíla monofosfato, adenosina di fosfato ribose e 
grupos metila (Fig. 8-27). Esses grupos geralmente são ligados 
oovalentemente e removidos da enzima reguladora por outras 
enzimas. 

Um exemplo de metilação é a proteína quimiotática acepto- 
ra de grupos metila de bactérias. Essa proteína é parte de um 
sistema que permite uma bactéria mover-se em direção a uma 
substância atrativa (tal como um açúcar) em solução e se dis- 
tanciar de uma substância repelente. O agente meti] ante é o 5- 
adeitosilmetionina (adoMet) descrito no Capitulo IS. Uma rea- 
ção especialmente interessante é a ADP-ribosilação observada 
em algumas poucas proteínas. A ADP-ribose é derivada da nieo- 
tinamida ade nina dinudeotídeo (veja Fig. 10-41). Esse tipo de 
modificação ocorre para a enzima bacteriana iinitrogenase re- 
dutase, resultando na regulação do importante processo de fixa- 
ção biológica do nitrogênio. Além disso, as toxinas da difteria e 
do cólera são enzimas que catalisam a ÀDP-ribosilação (e inati- 
vaçâo) de enzimas celulares de grande importância e proteínas. 
A toxina da difteria age sobre o fator de elongação 2, uma pro- 


teína envolvida na bíossíntese de proteínas, e o inibe, A toxina 
do cólera age sobre uma proteína específica (uma proteína G 
específica que é parte de uma via de sinalização, veja Fig, 13- 
28), levando fundamental mente a várias respostas fisiológicas 
que inclui a perda maciça de fluidos corporais e algumas vezes 
a morte. 

As fosforilações representam a grande maioria das modifi- 
cações reguladoras conhecidas. Cerca de um terço ou até mes- 
mo a metade de todas as proteínas de uma célula eucariótica é 
fosforiíado. Algumas proteínas apresentam apenas um resíduo 
fosforilado, outras apresentam vários e algumas poucas apresen- 
tam dúzias de sítios para fosforilação. Esse tipo de modificação 
covalente é fundamental para um grande número de vias regula- 
doras e por esse motivo será tratado detalhadamente a seguir. 

Os grupas fosfata afetam a estrutura 
e a atividade catalítica das proteínas 

A ligação de grupos fosfato a resíduos de aminoácidos específi- 
cos de uma proteína e catalisada por proteínas quinases e a re- 
moção desses grupos é catalisada por proteínas fosfatases. A adi- 
ção de um grupo fosfato a um resíduo de Ser, Thr ou Tyr intro- 
duz um grupo volumoso e carregado em uma região que era 
apenas moderadamente polar. Os oxigénios do grupo fosfato são 
capazes de formar ligações de hidrogénio com um ou vários gru- 



Figura 8-27 - Exemplos de reações de modificação de enzimas 


posem uma proteína, geralmenfo as grupos amida do esqueleto 
pcptldicn no inicio de uma a-hélice ou cntào com grupos gu*i- 
nkíinci íáf negados das cadeias laterais da Arg. A dupla carga ne- 
gativa na cadeia lateral fosforilada também pode repelir grupos 
vizinhos de resíduos carregados negativameníe f Asp ou Qub 
(Nenhuma cadeia lateral de aminoácido não- modificada apre- 
senta duas cargas negativas, ) Quando a cadeia lateral modifica- 
da está localizada em uma região da proteína que é critica para a 
sua estrutura tridimensional, podem - se esperar efeitos dramá- 
ticos da ímforilação na conformação da proteína e por conse- 
guinte m ligação do substrato e catálise. 

Um exemplo importante de regulação pela fosíotilaçào é 
observado na glicogénio fosforilase íM f 94.500) do músculo e 
fígado (Capitulo 35) que catalisa a reação: 

(íilkosejn + Pj * (glkav)^) 4 glicose- 1- fosfato 

Glicogénio Olicngénin 

cn m cadeia 
diminuída 

A glicose -1 -fosfato assim Formada pode ser usada para a síntese 
de ATP no músculo ou convertida em glicose livre no ligado. A 
glicogénio fosforilase ocorre em duas formas: a forma mais ati- 
va ou fosforilase a e a forma menos ativa ou fosforilase f Fig. 8- 
28), A fosforilase a tem duas subunidades, cada uma delas com 
um resíduo de serina especifico que é fbsfbrüado no seu grupo 
hidroxtU. Bses resíduos de sen na -fosfato são requeridos para a 
atividade máxima da enzima. Qs grupos fosfato podem ser re- 
movidos dLa fosforilase a por meio dc uma hidrólise efetuada 
por uma outra enzima denominada fo&fcnUse tostara se 

RMfbfüâse 0 + 2HiO ► fpsfcríki* b * 2P, 

, irub uiva) itnmu Aiivii 

Nesta reação a fosforilase a é convcnida em fosforilase h pela 
quebra de duas ligações co valentes de serina- fosfato, uma em 
cada sub uni d ade da glicogénio fosforila.se. 


A fosforilase b, por sua vez, pode ser reativada nova mente 
— transformada covaleirtemente em íojforibjc a ativa — por 
uma outra enzima, a fosforilase quinase que catalisa a transfc- 
réncia dos grupos fosfato do ATP para as grupos hidroxüá de 
dois resíduos especificas de sen na na fosforilase tn 

2ATP 4 l«$fenl*K b - — • ZADP + fasforiLuc a. 

(menos ativa 9 irnua ativai 

A quebra do glicogénio nos músculos esqueléticos c no fi- 
gado é regulada por variações na relação entre as duas formas da 
glicogénio fosforilase. As formai arftii fosforilase diferem nas 
suas estruturas, secundaria, terciária e quaternária, O centro ati- 
vo sofre mudanças na sua cM rutura e, çnnseqüenl emente. mu- 
danças na sua atividade catalítica á medida que as duas forma* 
sé imerconvertem. 

A regulação da glicogénio fosforilase pela fosforílação ilus- 
tra os efeitos da fosforilação sobre a estrutura e a atividade catar 
lítica (Fig. 8-29). No estado não- fosforilada, cada suh unidade 
dessa proteína está enovelada de tal forma a juntar 20 resíduos 
da extremidade amintiterminaJ, incluindo um certo número de 
resíduos básicos, em uma rcgiào contendo vários uminoaci- 
dos. Isso produz uma interação eletrostática que estabiliza a 
conformação, A fosfortláção dá Scr 11 interfere com essa micra- 
çáo, forçando o domínio do grupo aminoterminal para fora 
do ambiente ácido e para uma conformação que permita a inte- 
ração entre (B-Scr c varias cadeias laterais da Arg, Nesw confor- 
mação* a enzima e muito mais ativa. 

A fosforílaçàD de uma enzima pode afetar a catálise de uma 
outra maneira: alterando a afinidade de Ligação com o substra- 
to. Por exemplo, quando a bòdtraio desidrogenasç (uma cnzi- 
nu do cicfo do ácido cítrico: í iapttulo 1 6) e fosforilada, a repul- 
são eletrostática pelo grupo fosfato impede a ligação do citrato 
(um ácido iricatbúxilkoi no centro ativo. 
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figura 8-20 - Regulação da atividade da glicogénio fosforilase por 
modificação cova lente Na fauna mais ativa da enzima, fosforilase a. 
um resíduo especifico de serina em cada subunidade está fosforilada. A 
fosforilase a 4 convertida na fosforilase 6. menos ativa, por meio da per- 
da e nzrmatica desses grupos fosfato que è catai isada pela fosforilase los- 
(atase A fasfonlase b pode ser reconvertida (reativada) na fcreftnfase a 
peta ação da fosforilase qumaw 



Figura 8-29 - Regulação d* glicogénio fosforilase Devido ao seu 
papel central no metabolismo miermedrârio, a glicogénio fosforilase £riâ 
sujeita a vános níveis de regulação Esta representação transparente da 
molécula simétrica da glicogénio fosforilase a mostra os sítios de regula- 
ção por modificação covalente ífosforilaçâo da Ser u , amarelo) e ativação 
alostèrica pelo AMP (azul -escuro) em cada uma das duas subun idades A 
ghcost (vermelho) está ligada ao sítio ativo. O pindo^al fosfato (PLP; azul- 
daro), um derivado da vitamina è um co-fator ligado à enzima Na 
glicogénio fosforilase, o PÇP paüiOpB na catálise áddo-bese geral, um 
papei não usual para esse co-fator, cups funções mais tfokas serão des- 
critas em detalhe no Capilulo t a Noie quáo distantes os siture regulado- 
res esiâo dn centro ativo da enimu 
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As interações entre as subunidades de proteínas estruturais 
oligomérícas podem ser alteradas pela fosferilação no sítio de 
interação. Por exemplo, a fosforilação de proteínas do citoes- 
queleto influencia o seu arranjo em estruturas supramolecula- 
res. Tem sido relatado que a proteína-2, associada a microtúbu- 
las, tem mais de trinta sítios capazes de ser fosforilados, 

Fosfori laçòes múltiplas proporcionam 
um apurado controle regulador 

Os resíduos de Ser, Th r ou Tyr que não estão fosforilados nas 
proteínas reguladoras ocorrem no interior de motivos estrutu- 
rais comuns, as chamadas seqüéncias de consenso que são re- 
conhecidas por proteínas quinases (Tabela 8-9). Algumas qui- 
iiases são basófílas, preferindo fosforilar um resíduo que apre- 
senta vizinhos básicos; outras têm diferentes preferências por 
substratos, tal como um resíduo próximo a uma proiina. A se- 
quência primária não é o único fator para determinar se um 
dado resíduo será fosforilado. O enovelamento da proteína apro- 
xima resíduos que estão afastados na sequência primária, e a 
estrutura tridimensional resultante pode determinar se a pro- 
teína quinase tem acesso a um dado resíduo, reconhecendo-o 
como um substrato. Um fator que influencia a especificidade 
de substrato de certas proteínas quinases é a proximidade de 
outros resíduos fosforilados. 


Tabela B-9 - Sequência de consenso para proteínas quinases 


Proteína quinase 

Sequência de conwnso 
resíduo fosforilado" 

Proteína quinase A 

-X-R-(R/K)-X-(5/I )-B- 

Proteína quinase G 

— X— -R— ( R/ HQ — X— { S/T)— X— 

Proteína quinase C 

— (R/K)— ÍFVK)— X-rij^T>— B— (R/K)— (R/K)— 

Proteína qurnase B 

-X-R-XASTKX-K- 

Ca^/calmoduhna quinase 1 

- B -X- Ft-X-X-Í S*'T }-X- X -X- B - 

ta^/çalmodulina quinase lí 
Quinase da cadeia leve 

- B -XH[ R/K V-X- X -( S/T J-X-X- 

da miosina 

(músculo esquelético} 

-K-K-fl-X-X-S-X-B-B- 

Fosfcmlase b quinase 

-K-Fi-K-Q-Í-5-V-R- 

Quinase regulada par sinal 
extracelular (erk) 

-P-X-(S/T)-F-P™ 

Proteína quinase 
dependente de cktina 

-X-ÍS/Tb-P-X-(K/F)- 

<cdc2} 

Caseína quinase l 

-(SpTp)-X-X-(X)-(S.^)-B 

Caseína quinase II 

— X— ( S/T )— X— X— ( E/D/5 p/Yp)-X- 

Quinase do receptor 
p-adrenêrgko 

-( D/E) r -(S , T}-><-X-X- 

flodopsina quinase 

-x-x-ííake)^- 

Quinase do receptor 

-X-E - E -E - V-M - M -M-M -K-K-S-fi-G- 

dá insulma 

D-Y-M-T-M-Q-i-G-K-K-K-L-P-A- 
J-G-D- Y-M-N-M-S-P-V-G-D- 

Quinase do receptor do fator 


de crescimento epidérmico 
ÍEGf) 

-f-f-f-f- Y-p-B-L-V- 


Fontes; Pinnâ LA & Ruzzene MH. (1996) How do protein kinases recognize 
th&r substrates? Biochím. flrophyj Acfa 1314, 191-225 Kemp BE & Pedrson 
RB. (199Ü) Protein kinase reccqnition sequente motifs. Trends Biochem. 5d. 15 . 
342-346, Kemelly RJ & lírebs EG. (1991) Consensus sequences as subsírate 
speclfídty deterá inanis for orotein kinases and protein phosptiatasK, J, Bioi. 
Cbçm. 266 ,. 1 5.555-1 5.553. 

* Sâo mostradas aqui as sequências de consenso (em tipo normal) e as seqúán- 
cías reais de substratos conhecidos (em itálico). Os resíduos de Ser (5), Thr <T) Ou 
Tyr (V} que sofrem fosforilaçâo ^stáo em vermelho; todos os arrunciácidos estáo 
mostrados na forma de suas abieviaqões de uma letra (veja Tabela 5-1 ). X repre- 
senta qualquer aminoácdo; B, qualquer aminoáodo NdrofObico; Sp. Tp e Yp, OS 
resíduos de Ser, Thr e Tyr já fosforilados. 


A regulação pela fosforilação frequentemente é muito com- 
plicada. Algumas proteínas apresentam sequências de consenso 
reconhecidas por várias proteínas quinases diferentes, cada uma 
podendo fosforilar a proteína e alterar a sua atividade. Em al- 
guns casos, a fosforilação ê hierárquica' certos resíduos podem 
ser fosforilados somente se o resíduo vizinho tiver sido fosfori- 
lado primeiro. Por exemplo, a glícogênio sintase ê inativada pela 
fosforilação de resíduos específicos de serina e também é modu- 
lada pelo menos por quatro outras proteínas quinases que fos- 
forilam quatro outros sítios na proteína (Fig. 8-30). A proteína 
não é uma substrato para a glicogênio sintase quinase 3, por 
exemplo, até que um dos sítios tenha sido fosfo riJado pela caseí- 
na quinase II- Algumas fosfor ilações inibem a glicogênio sintase 
mais que outras, e algumas combinações de fosforilação são cu- 
mulativas. Essas fosforilações reguladoras múltiplas proporcio- 
nam o potencial para as modulações extremamente sutis da ati- 
vidade enzimática. 

Sítios de 
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Figura B-30 - Fosforilações reguladoras múltiplas A enzima gUco- 
gênio sintase apresenta pelo menos nove sitios diferentes em cinco regiões 
designadas para fosforilação por uma das proteínas quinases celulares. 
Por conseguinte, a atividade dessa enzima está sujeita á modulação em 
resposta a uma variedade de sinais. Assim, a regulação não ê simples- 
mente um disjuntor binário (liga/desliga), mas uma modulação finamen- 
te ajustada da atividade em* um grande intervalo. 


Para aluar como um mecanismo regulador eficiente, a fos- 
forilação deve ser reversível. Geralmente os grupos fosfato são 
adicionados e removidos por diferentes enzimas, e os proces- 
sos podem ser regulados separadamente. As células apresen- 
tam uma família de fosfop ratei nas fosfatases que hidr alisam 
ésteres de Ser-® Thr-® e Tyr-® liberando P,. As fosfoprote- 
ínas Fosfatases conhecidas atuam sabre um conjunto de fosfo- 
proteínas, porém elas apresentam uma especificidade de subs- 
trato menor que as proteínas quinases, Embora as fosfoproteí- 
nas fosfatases ainda não esteiam completa mente estudadas como 
as proteínas quinases, elas também parecem ser importantes na 
regulação dos processos celulares e do metabolismo. 

Alguns tipos de regulação requerem 
a proteólise de um precursor enzimâtko 

Para algumas enzimas, um precursor inativo, chamado zímo- 
gêniin, é hidrolisado para formar a enzima ativa, Muitas enzi- 
mas proteolíticas (proteases) do estômago e do pâncreas são 
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Figura 1-31 - Ativação de rtmogênios por divagam proieaiítíu é mostrada a ftxmaçto da qumcHnpsma e da 
irip&ina i partir de seus zinrtogênifH. As barras represenlam as sequências primárias das cadeias poli peptí dicas. Osammo- 
àcidos nas extremidades dos fragmentos polipepUdieos gerados pela divagem estão indicados abaixo das barras. Os 
números dos resíduos de aminoãodos representam as suas posiç&es na sequência primária dos zimogênios quimotripsmo- 
gênio ou tripsinogênio (o aminoáddo terminal ê o número um). Lembrar que as três cadeias poiipeptfdicas (A, B e C) da 
quimotripsina estão ligadas por pontes dissulfetD {veja Fig. B-18). 


reguladas dessa forma. A quimotripsina e a trípsina sâo inicial- 
mente sintetizadas como quimotripsinogênio e trip&inogénio, 
respectivamente (Fig, 8- 31). A quebra especifica provoca mu- 
danças conformado nais que expõem o sítio ativo da enzima, 
Uma vez que esse tipo de ativação è irreversível, outros meca- 
nismos sâo necessários para mativar essas enzimas- As protca- 
ses sáo mativadas por proteínas insbidoras que se ligam muito 
fortemente ao sítio ativo da enzima. Por exemplo, o inibidor da 
trípsina parte rcáticj ( M r 6.000) liga-se ã tripsma e a inibe; a a, * 
jntiprcncina.ee (Aí, 55.000.) inibe pnmariamenle a elaslase de 
neutrófilos. U(M íjuiifiriéncú de a 3 -anliproteínase. que pode 
ser causada pela exposição á fumaça de cigarros, tem sido asso- 
dada com ksâo do pulmão, incluindo enfisema 

As prateara nio são as únicas proteínas ativadas por praleó- 
lise. ftarém. em outros casos, os precursores sào chamados mais 
freqüentcmente de proproteinas ou proenzimas em vez de zi- 
awgtniov Fto ntmphk, o colágeno, uma proteína do tecido co- 
ncetivo, é sintetizado inicialmente na forma do precursor solú- 
vel procolágcno- O sistema de coagulação sanguínea apresenta 
muitos exemplos de ativação proieolitka de proteínas. A fi bri- 
ns, uma protdna do coágulo sangUineo, é produzida pda proteú- 
b se de sua proteína i nativa, o fibrinogénio. A prolease responsa - 
vel por essa ativação è a frombina {similar em muitos aspectos à 
quimotripsina), que por sua vez é produzida pela proleólise da 
protrombina (neste caso um zimogênio), protTombina. A coa- 
gulação sangülnea i mediada por uma complicada cascata de 
ativação de zimogênios. 

Algumas enzimas reguladoras usam 
mecanismos de regulação múltiplos 

A glicogènio fbsforilase catalisa a primeira reação de uma via 
que alimenta com glicose armazenada o metabolismo de car- 
boidratos que produz energia (Capitulo 15). Esse é um impor- 
tante passo metabólico e a sua regulação é oorrapondentemen- 


te complexa, Embora a sua regulação primária ocorra por meio 
de modificação covalente, como delineada na Fig, 8-28, a glico- 
génio fosforilase também é modulada de uma maneira alostéri- 
ca e não covaJente pelo AMP. que é um ativado r da fosforilase h, 
c por várias outras moléculas que sâo inibido ra. 

Outras enzimas reguladoras complexas sâo encontradas em 
cruzamentos metabólicos chaves, A g Lutam i na sintetase de bac- 
térias, que catalisa uma das etapas que introduz nitrogênio re- 
duzido no metabolismo celular (Capitulo 22), é uma dos mais 
complexas enzimas reguladoras conhecidas. Ela é regulada por 
alosteria (com pelo menos oito m aduladores oJostéricos dife- 
rentes) e por modificação covalente rcvenlveL Ela também é re- 
gulada p eía associação de outros proteínas reguladoras, um me- 
canismo já comentado muito breveroente neste capítulo masque 
será examinado detalhadamente quando considerarmos a regu- 
lação de vias metabólicas especificas. 

Qual é a vantagem de tal complexidade ru regulação da ati- 
vidade enzimãtica? Começamos este capítulo enfatizando a im- 
portância central da catálise para a existência da vida O con- 
trole da catálise também é crítico para a vida. Se todas as possí- 
veis reações em uma célula forem catalisadas simultaneamente, 
as macro moléculas e os metabólilos seriam rapidamente que- 
brados em formas químicas mais simples. Em vez disso, somen- 
te as reações necessárias para a célula em um dado momento são 
catalisadas. Quando as reservas químicas estio repletas, a glico- 
se e outros metabólitos são sintetizados e armazenados. Quan- 
do as reservas estio escassas, esses depósitos sâo usados para 
alimentar o metabolismo celular. A energia química é usada eco- 
nomicamente, dividida para várias vias metabólicas à medida 
que as necessidades celulares ordenarem. A disponibilidade de 
catalisadores poderosos, cada um específico para uma dada rea- 
ção, torna possível a regulação dessas reações. Isso. por sua vez, 
dá origem à uma complexa e alta mente ordenada sinfonia que 
chamamos vida. 
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Resumo 


A vida depende de catalisadores poderosos e espe- 
cíficos: as enzimas. Virtualmente, todas as reações 
bioquímicas são catalisadas por uma enzima. Com 
exceção de uns poucos RNAs catalíticos, todas as 
enzimas conhecidas sâo proteínas. Às enzimas são 
catalisadores extraordinar iamente efetivos que co- 
mumente aumentam a velocidade das reações de 
um fator de LO 3 a 10 17 , Para ser ativas, algumas enzi- 
mas requerem um co-fator químico, que pode estar 
fraca ou firmemente ligado à enzima. Cada enzima 
é classificada de acordo com a reação específica que 
ela catalisa. 

As reações catalisadas pelas enzimas sâo caracte- 
rizadas pela formação de um complexo entre o subs- 
trato e a enzima (o complexo ES). A ligação ocorre 
em uma fenda na molécula da enzima chamada sí- 
tio ativo. A função das enzimas e de outros catalisa- 
dores é diminuir a energia de ativação da reação e, 
dessa forma, aumentar a velocidade da reação. O equi- 
líbrio de uma reação não á afetado pela enzima. 

A energia empregada para aumentar a velocida- 
de da reação enzimática é derivada das interações 
fracas (pontes de hidrogênio e interações hidrafó- 
bicas e iõnicas) entre o substrato e a enzima, O sítio 
ativo enzimático está estruturado de tal maneira que 
algumas dessas interações fracas ocorrem preferen- 
cialmente no estado de transição da reação, estabi- 
lizando assim o estado de transição. A energia dis- 
ponibilizada peJa formação das numerosas ligações 
fracas entre a enzima e o substrato (a energia de li- 
gação) é substancial e em geral pode explicar as ace- 
lerações na velocidade das reações. A necessidade 
de interações múltiplas é uma das razões para o gran- 
de tamanho das enzimas, A energia de ligação pode 
ser usada para diminuir a entropia do substrato, para 
tensioná-lo ou provocar uma mudança conforma- 
cional na enzima (ajuste induzido). Essa mesma 
energia de ligação responde pela refinada especifi- 
cidade das enzimas em relação a seus substratos. 
Outros mecanismos catalíticos incluem a catálise 
ácido-base geral e a catálise covalente. Mecanismos 
de reação detalhados têm sido desenvolvidos para 
muitas enzimas. 

A cinética é uma metodologia importante para 
o estudo dos mecanismos enzimáticos. A maioria 
das enzimas tem aigumas propriedades eméticas em 
comum. À medida que a concentração do substra- 
to aumenta, a atividade catalítica de uma concen- 
tração fixa de uma enzima aumenta de uma forma 
hiperbólica* aproxima ndo-se de uma velocidade 
máxima, V mAx característica, na qual praticamente 
toda enzima está na forma do complexo ES. A con- 
centração de substrato que produz metade da ve- 
locidade máxima é a constante de Michaelis, fC m , 


que é característica para cada enzima agindo sobre 
um determinado substrato. A equação de Michaetis- 
Menten 


relaciona a velocidade inicial de uma reação enzi- 
mática com a concentração de substrato e a V ^ 
pela constante K m , Tanto o fC ffl como a po- 
dem ser medidos. Eles têm significados diferentes 
para enzimas diferentes. Em condições de satura- 
ção, a velocidade limite de uma reação catalisada 
enzimaticamente é descrita pela constante Jt^, 
também chamada número de renovação, A rela- 
ção km fKm fornece uma boa medida da eficiência 
catalítica, A equação de Miehaelis-Menten é tam- 
bém aplicável às reações com dois substratos, que 
ocorrem ou pela formação de um complexo ter- 
nário ou por uma dupla -troca (pingue-pongue). 
Cada enzima tem um pH ótimo (ou intervalo de 
pH) no qual apresenta atividade máxima. 

As enzimas podem ser inativadas por modifica- 
ções irreversíveis de um grupo funcional essencial 
para atividade catalítica. Elas também podem ser 
inibidas por moléculas que se ligam reversivelmen- 
te. Os inibidores competitivos competem reversi- 
velmente com o substrato peto centro ativo, mas não 
são transformados pela enzima. Os inibidores in- 
competitivos ligam -se somente ao complexo ES, em 
um sítio distinto do sítio ativo, Na inibição mista, o 
inibidor liga-se tanto a E, como a ES. Neste último 
caso, em um sítio distinto daquele em que o subs- 
trato se liga. 

Algumas enzimas regulam a velocidade das vias 
metabólicas nas células. Na inibição por retroali- 
mentação, o produto final de uma via inibe a pri- 
meira enzima dessa via. A atividade de algumas en- 
zimas reguladoras, chamadas enzimas alo&téricas, é 
ajustada pela ligação reversível de um modulador 
específico a um sítio regulador, Tais moduladores 
podem ser inibidores ou estimuladores e podem ser 
o próprio substrato ou então algum outro metabó- 
lito, O comportamento cinético das enzimas alos- 
téricas reflete interações cooperativas entre as su- 
bunidades da enzima. Outras enzimas reguladoras 
são moduladas por modificação covalente de um. 
grupo- funcional específico necessário para a ativi- 
dade, A fosforilação de resíduos de anunoácidos es- 
pecíficos é um meio muito comum de regular a ati- 
vidade da enzima. Muitas enzimas proteolíticas apre- 
sentam precursores inativos chamados zimogêmo. 
Pequenos peptídeos são quebrados du zimogénio 
para formar a protease ativa. 
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Problemas 


I . Conservando o sabor doce do milho. O sabor adocica- 
do do grão de milho recém -colhido é devido ao alto ní- 
vel de açúcar nos grãos. t> milho comprado no mercado, 
vários dias apôs a colheita, não é tán doce porque cerca 
de 50% do açúcar livre do milho é converlidn em amido 
um dia após a colheita. Para preservar o sahnr adocicado 
do milho fresco, as espigas descascadas sáo mergulhadas 
em água fervente por alguns minutos (“branqueamen- 
to 71 ) e então resfriadas em ãgua fria. £3 milho tratado des- 
sa maneira e depois guardado em congelador mantém 
seu sabor adocicado. Qual é a base bioquímica desse pro- 
cedimento? 


2- Concentração intracelular de enzimas. Fara obter um 
valor aproximado da concentração de enzimas em uma 
célula bactcriana considere que ela contém LOGO enzi- 
mas diferentes, cm iguai concentração no cítn&ol, e que 
cada proteína tem um peso molecular de 100.000, Consi- 
dere que uma célula bactcriana é um cilindro (tpm de 
diâmetro e 2pm de altura), que o citosol (densidade es- 
pecifica 1*20) contém 20% em peso de proteínas solúveis 
e que todas as proteínas solúveis são enzimas. Calcule a 
concentração molar mcdítr de cada enzima nessa céluLa 
hipotética. 
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3. Aumenta da velocidade peto utwm, A enzima urrase 
aumenta a velucidadc dc hidrrilisc da uréia em pH U.O t a 
2D“C de um fator de IO 1 *. $< uma dada quantidade de 
urease pode hidroliwr ctífnpkmnmle uma dada quan- 
tidade de uréia cm 5min a 2ITC e pH UJO, quanto tempo 
será necessário para que a itioitu quantidade de uréia 
iejj hidroEivada na auif fku de ureaMf Suponha que 
ambas as noives ocorram em meio* ctféreis de i*i ííjíttu 
que a uréia nãn pnvci ser alacada peta baoeíia- 

4 . Proteção dc uma enzima coiiíra a desnaturação peio 
cdor Quando unu solução de eflí tma e aquecida, ocor- 
re uma progressiva perda de atividade calai mica com o 
tempo devido á desnaturação da fnnjiu Uma sedução 
da eiffliw hrxoqurrHK incubada a 45*tl perde 50% de 
sua atividade em l2mm. Ejttnuma quando mcubada a 
45t na presença de uma grindr cOrtteiU ração de um de 
seus subíiratov da perde jpcnai 3% de *u* atividade em 
)3ntin. Sugira por que a desnaturação térmica da hcn>- 
qumaw fbi retardada na presença de um dm sou subs- 
tratos. 

5. Requisitas dos sítios ativos de «irimaa. A carboupep- 
tidasr, que remove sequencial mente ot resíduos de anu- 
nascidos, a partir da carboiüi terminal, de seus substra- 
tos pcpddkDS é um polipeptídns úmpks com 30? ami- 
noácidos. Os dois grupos calai Iticoi essenciais no sitio 
ativo são Arg llS e Gu i?s , 

(a) Se a cadeia da carbomipeplidajic Jusse uma a-héli- 
ce perfeita, quào distantes (ent Angstroiih.l estariam Arg 11 * 
e G]u 17u T (Sugestio: veja Fig. fi-4bj 

{b} Explique como dois mminoáddoi separados por 
essa distância podem eataliatf reaç&c* que ocorre em um 
espado de poucos Ângstromi, 

fi. Ensaio quantitativo da dttidrngpnu.se Uciica A enzi- 
ma doidrogenase Láctica de mibiculn catai Ua « reação: 


J. 


COO + NAliH + H ' 


Piruvato 


[S] (Ml 

Vc 

J.í ■ 10 ' 

28 

4,0 * 10^ 

40 

1 >t 10 * 

70 

2-10' 

95 

4 - 10' 

112 

I * 10 J 

120 

2 - ir 1 

139 

1 x 10 J 

140 


9. Propriedades dr uma enzima da síntese da prosugian- 
dina As prastaglandmts sfe» unu ciasse de eicosanótdé. 
derrrados de ácido* grau n com unu varadade de jçòô 
eTtmnamente potente, cupa estrutura c ação serão dit- 
cu tidas posterior men te nos Capítulos 11 c 21* As presta - 
gfcmdinai são responsáveis pda produção da febre e in- 
flamação e a dor associada a cias. Elas são derreadas do 
acido araquàdbnko. um áctdo grara de 20 carbonos, por 
meio de uma reação catalisada peU prosiagiandifu ert- 
dopertnodo sintaie biaa enzima, uma ctckrag&wtsc. usa 
o ougíiuo pira cwi verter o ácido araqukkmko em PGCi^ 
o precursor imediato dc mudas prost^glanáinas diferen- 
tes (Capitulo 21 ). 

ia} Os dados cinéticos que seguem são da reação cata- 


lisada pela protUglandina endoperôxido sintase. Consi- 
derando-se apenas os valores das duas primeiras colu- 
nas, determine a V r „n, e o K,„ da enzima. 


Velocidade 

Velocidade de 
formaçao do 

[Acido araquIdOnícoi du fprmKto 

PGGj com 

(mM) 

doPGGj 

(mM/mln) 

lOmg/ml de 
ibuprofen 
(mM/min) 

0,5 

23,5 

16.67 

1,0 

32,2 

25 r Z5 

13 

36,9 

30.49 

23 

413 

37,04 

33 

44 a 0 

3851 


_T 

CH< — Ç— COO + NAD’ 
H 

Laclalo 

N a PH c N Al>" são as formas reduzida e oiikLadz. nes- 
pcctivamente, da coenzinu NAl>. Soluções de NADH, 
mas too de NAP", absorvem Eiu em 340n m. Essa proprie- 
dade e usada para determinar a concentração de NADH 
cm solução por meio da medida espevtMiitnrnctrka da 
quantidade de luz absorvida em HOnm pd* solução. 
Faptique como esus propriedades do NADH podem ser 
usada* para a padronização de um tosam quanlitalivo 
da dcsidrogrnast lãclka 

7. Relação entre a veSfK idade dl reação e a caocenl ração 
do sobstraia: equação de Mkhaelis-Mrtiiefl (a) Qna3 seri 

a LíHicem ração do subsirato «o qual uma enaima com 
tu de 30s"' c dc O.OOSM apresenta uma vrioddadc 
um quano da velocidade máKÍmdf (b) Determine qual 
será a fração dc para as seguintes oonoentraçâes de 
substrato: ÍS] ~ÍK mt 2 K m e 

B. bstimação de V r n ^ h: e K„, por in*peçAa. Kinhctrj existam 
métodos gráficos pur.i a defermiriAçíio precisa dos valo- 
res de V^é de uma feuçiu cuuJlsudii enzimatlca- 
mente (veja Adendo B-l), algumas vezes esses valores 
podem ser estimadoi rapidamente por inspeção dos va- 
lores de V.j para concentrações crescentes de [SJ. Estime 
os valores de V mix e K ni de urna reação enztm ática em 
que foram obtidos ns resultados apresentados a seguir, 


lb) O ibupnofen t um inibtáor da prostaglandina m 
doperóxido iintase Inibtfido a síntese das prosiagkndi- 
nis, o fbupro&n rvdiu a inHarrução e a dor. Usando ik 
dados da pnineira e terceira colunas da tabela* determi- 
ne o tipo de inibição que o baptofen exerce sobre a piuv- 
tagkndma enduperõxido sintase 

10. Análise gràfira de V.,* t^Ot dados, cípcnmentits 
que seguem foram çDÍrt*ÍH duiime um estudo da ati- 
vidade Litalit hj de wrm peptiniuc imedinal eran o stbs- 
irato glkilghcina: 

Glictlglicma + HjO * 2 gkiru 


fSKmW 

Produtq t ornado SjjjTKil/min} 

13 

0.21 

2*0 

0,24 

%0 

0.28 

4,0 

0,33 

8,0 

0,40 

16,0 

0,45 


Use a análise gráficj (ver Adendo B-l ) para determinar o 
K m e a V mtl para essa pit^ia ração de enzima e substrato, 
11. A equação tk EatUe-HoftÈiee- Unu transformação da 
equação de MiJuielis Meuieii é a equação de Unewtavrr- 
Burk ou dos duplos recíprocos, Multlpllcando-se ambos 
os termos da equaçãn de Uneweaver^Hurkpnr V mi , e rear- 
raniando^osn lem-se a equaçáí) de Eadie-Hofstcc: 




0 


O gráfico de l/||iwrtUtí VVfS] para uma reaçin enzimática 

é mostrado a seguir. 



A rui *m l foi obtida na ausãncu de inibidor. Qual a 
rew t A, & ou Cl que mostra a atividade da enzima quan 
do um inibidor competitivo i adicuxudo i mistura de 
naçftot 

12. 0 numero àt itmviçin da anúirase iaj-bòmca. A am- 
dr ase carbónica de emródto* ÍH 30 000 í tem o maior 
numero de renovação entre toda* u enzimas conheci- 
das. Fia catitai * hidratação reversível dn Ctb: 

H|0 + CQj HjÜO> 


Eue é um importante processo no transporte de COj dos 
tecidos ate m puEmòn. Sc lOpg de anuir ase carbônica 
pura cãtatiuin a hidratação de CUjt de COj em Imin a 
J7*C &nb condtçóes de V^, qual e □ número de rraova- 
çâo ftspí da artídm carbónica {em unidade, de mhf 1 !? 

11 Demando a çqiu^ta da velocidade para uma iníbi- 
çã© competitiva- A equação da velocidade pari uma en- 
zima tujctta a uma mih^iu competitiva é 


Va* 


V-»N 

oX. + ESI 


Gcwnrçando com uma nova definição de enzima loiat 



O" + HjO 


-OH + HO— J— 0 

0 


As fosfata** ácidas são produzidas pdw «ritrtcit». flgJ 
du h rim, baço e próstata. A enzima da próstata í clínica- 
mente importante porque o aumento da sita concentra- 
ção no sangue i frequentemente uma indicação de Uncer 
da próstata. A ídstatase dá próstata i fonCITTCnle imblda 
pelo ion tártiiiUi, mas aa los Kat jses de outros tmJ<« nJd 
sàt]. Com» eua inforrrtAçi» pode «T uuJj para deimvul- 
vtr um procedimento nprçificn pira duur j atividade dl 
tnStata.se ácida dá próstata n» sorti UrtgULIV» humano? 
16- Inibição da «nldrase carbónica pela acrtazulaítiida. A 
anidrase círWmkz e forieincntt inibtdi peta droga «e- 
iazoLamida. que também ú usada como diutetko {para 
aumentar a secreção de urina) e para tmur o glaucoou 
(para reduzir a pressão cacessivamcTne dia rx» olho* de- 
vido a um acúmulo de fluido mtra- ocular r A alude** 
carbónica desempenha um imporianie papel nesse* e em 
ouirm pmecam de veteçáu porque da pamcipã na re- 
gulação do pll e do teor de hkãdboruio cm um grande 
númem de fluidos do corpo. A Curva espetimenial da 
vdocidade inicial da mação Icorttd por cml agem dr 
urram |5; para a reação catalisada pda arudnne carbón- 
ca t Pusítuí* a seguir Quando o up gi iBtm o f ítpcodo 
ru pmença de acetazolamida, obtem* a íum iafctwt 
Por meio da inspeção das duas curvas e do seu cuohea- 
mento das propriedades cinéticas dm inihidufe* cornpe- 
mrnjs e mistos competitivo*. determine a natureza da 
inibição provocada pda acctazolarmda, txpbque. 



ÍE|i= |t| + IEI| + [ES| 

t *i deftmçótt de a c Ki < vc> a Eq. denve a equação 

da velocidade içimi. Use a derivação da equação de Mi- 
chaelii-MenlrTi como rurnplo. 

H. Inibição irreversível de uma enzima. Muitas enzimas 
sáo inibidas irreveraivelmente por lom de metais pesados 
como H Cu 4 * ou Ag\ que podem reagir com grupos 
súlftdrilas essenciais para formar mercaptideos: 

Ejií-SH + Ag* — -* Enz-S-Ag + H* 

A afinidade dos (tms Ag* pelos grupos sulfidnk é tão grjn 
de que «ases lom podem ser usados para litular quantita- 
tivarneme o* grupos —SH. A lümL de uma solução con- 
tendo Img/mL de uma enzima pura* um pesquisador 
adicionou ÀgNtí* em uma quantidade suficiente para 
inat iva r completa me tile fl enzima. Um total de 0,342pmo3 
de AgNO, foi neceaililo* Calcule o peso molecular mltii- 
fW 4 i dá emdma, Por que o valor obtido dessa maneira for- 
nece apenas o peso molecular mínimo? 

15. Aplicação clinica de inibição diferencial de enzimas- 
Ü soro humano cosuíni uma clãtât de enzimas, as tosfa- 
laiei ácidas, que hidroLisam e.Hicrcs de fosfato em condi- 
çóei levemente ácidas ( pH 5 h 0)i 


|7. Q pH oiimo da liwiima, O sino atmo <h lisauam 
contém dois resíduos de smmoãcidtn esscnrai* para > 
catalise: Glu" c Asp^’ T Os ^*Iptt> de pK, du cadeiai c*r- 
boxilã»s laterais desse* do» madum são 5.^ e 4^. ro- 
pcciivanwnlc- Quel o ettado de kmuãção Ipnrtonádt) ou 
não-proionado) de cada um desse* rewdüé» em pH 5sJ, 
o pH ótimo d* lifcorjTTiH? Como os. estado* de ionizaçlo 
desses dois resíduos de aminodeidos podrm explicar o 
perfil pH- atividade d> lisozima mostrado a seguir? 



CAPITULO 9 


Carboidratos e Glicoconjugados 


Os carboidratos são as biomdêcuJas mais abundantes na face 
da Terra. A cada ano, a folossintese converte mais dc 100 bilhões 
de toneladas de CO. e HiO em celulose e outros produtos vege- 
tais. Certas carboidratos (açúcar comum e amido I ião a base da 
dieta ná maior parte do mundo c a oxidação dos carboidratos é 
a principal m metabólica fornecedora de energia para a maio- 
ria das células não-fótmsintéiicas. Polímeros insolúveis de car- 
boidratos funcionam tanto como elementos estruturais quanto 
de proteção nas paredes celulares bactmanas e de vegetais e nos 
tecidos cofipintivos de animais Outros polimems de carboidra- 
tos ágem como lubrificantes das articulações esqueléticas c par- 
ticipam do reconhecimento c da coesão entre as células. Políme- 
ros mais complexos de carboidratos,, Ligados covalen temente a 
proteínas oü lipídios* agem como sinais que determinam a loca- 
HzaçSo intracelular ou o destino metabólico dessas moléculas hí- 
bridas* denominadas glicoconjugados. Este capitulo apresenta as 
principais" d asses de carboidratos e gjicocunjugadõs e fornece al- 
guns exemplos de seus variados papéis estruturais e funcionais. 

Os ta rboid raios são* predominantemente. jndiidrox saldes - 
ÓM ou poliidroxiceionas cíclicos, ou substâncias que liberam 
esses compostos por hidrólise, Muitos carboidratos, mas não 
lodos, têm fórmulas empíricas alguns também con- 

tém nitrogénio, fósforo ou enxofre. 

Os carboidratos estão divididos em três classes principais* 
de acordo com o uai tamanho: monossacarídcus. oligossacari- 
deoa c poEissacarideos (a palavra ^sararídeo^é derivada do grego 
sakikawn que significa “açúcar"). Os mcmossaca rídeos, ou açú- 
cares simples. consistem em uma linica unidade de pobídfoxíãp 
deídoou cetona* O monoasacarídeo mais abundante na natureza 
éo açúcar com seis átomos de carbono na molécula, a D -glicose, 
também chamada dextrooe. 

Os oligossacarídeos são compostos por cadeias curtas de 
unidades monossácarídicás* unidas entre si por ligações carac- 
tmsncas. chamadas ligações glkosklicas. Os mais abundantes 
ião os disvacandeos, formados por duas unidades de mooossa- 
taztdro*. A sacarose, ou açúcar de cana, ê o representante típico 
dosa classe. Ela é composta de dois monossacandeos, com seis 
átomos de carbono, D-glicose r D-íruiosc. Todos os monossaca ■ 
rtdeôs c dissacandeos comuns íém nomes que lermmam com o 
sufixo “•osé" Kas celuías, a maioria dos oEigossacandeos com 
três ou mais unidades n jo ocorre como entidade* livres, mas è 
unida a moléculas de não-açúcares ( lipídios ou proteínas), for- 
mando glicoconjugados. 

Os polímeros de açúcares têm urna variação progressiva de 
Umanhn de cadeia. Aqueles que contêm mais de 20 unidades 
rio chamados polisse ca ri d eos. Os polissacarjdcu* podem ter 
cadeias contendo centenas ou milhares de unidades monossaca- 
ridkay Alguns* como a celulose, tém cadeias lineares, enquanto 
outro»* como o gticogênio, tém cadeias ramificada*. Os polissa- 
oiideos de ongem vegerai, amido e cdulose. consistem cm uni- 



AlgodáQ pronto para a colheita Ã Fibra do algodão è formada de celulo- 
se, um pclissacandeo com propriedades físico-quimicai que lhe dão as 
características têxtil desejáveis. O algodão tem sido cultivado e usado em 
produtos têxteis há milhares de anos 

d ades repetitivas de D- glicose, mas diferem entre si no tipo de 
ligação gjicosidicj, consequentemente têm propriedades e fun- 
ções biológicas diferentes, 

Monossacâridéos e Oissacarídeos 

Os carboidratos mais simples, os mooofiiciiidfty , ãoakiri- 
dos ou ce tonas que cnnlém i_um n u mais grupos hidioxila na 
molécula; os mcmossacarkleo* com seis átomos de carbono* gli- 
cose c frutose, têm cinco grupos hidroxila, Os átomos de carbo- 
no, no* quais as grupos hidroxila estio ligados, são gerai mente 
centros quiraís, os quais originam os numerosos açúcares este- 
reoisú meros encontrados na natureza. Iniciaremos descrevendo 
as famílias de mortossacarídeus com esqueletos de três □ sete áto- 
mos de carbono — suas estruturas t suas formas estereoisomé- 
rícas — e as maneiras dc representar suas estruturas tridimensi- 
onais sobre o papel. Discutiremos» então, as diversas reações quí- 
micas dos grupos carbonita dos mono&sacarideox. Uma dessa* 
reações è a adição de um grupo hidroxila da mesma molécula. 
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que produz âs fortms cíclicas dos açúcares de cinco e seis áto- 
mos de carbono, ias quais predominam em solução aquosa | e 
crw um nora centro quiral. aumentando o grau de complexida- 
de estereoquimica dessa classe de compostos, A nomenclatura 
que especifica, de maneira não ambígua, a configuração ao re- 
dor de cada átomo de carbono na forma cidka e a forma de 
nrpt estmai «sas estuituras no papd estio descritas com alguns 
detalhes a seguir; isso será muilo útrf imis tarde, quando da dis- 
cussão do metabolismo dos moitossacarídeo*. 

Apresentaremos aqui lambem alguns importantes deriva- 
dos de monos&acarídeos. que serão encontrados nos capítulos 
seguintes. 

As duas famílias de monossacarídeos: 
aldoses e cetoses 

Ch monossacarídeos são compostos incolores, sòlidos_crÍ5tali 
nos, naluraímente solúveis cm água, porém insoiiiveis nos sol- 
vente* não-polares, Ã iru:or parte ddes tem sabor doce. O es- 
queleto molecular dos moiwssacairideos comuns í constituído 
por uma cadeia carbônica não- ram inçada na qual todos os áto- 
mos de carbono estão unidos entre si por ligações covalentcs 
simples Na forma de cadeia aberta, um dos átomos de carbono 
e unido por uma ligação duph a um átomo de oxigênio para 
formar um grupo carbonila; cada um dos outros átomos de car- 
bono tem um grupo hidroxila. Se o grupo carbonib esti em 


uma das extremidades da cadeia carbônica (isto d, em um aldeí- 
do I, o monussacarideo é unu aldose: se o grupo carbonila está 
cm qualquer outra posição (em unu cetonah o monossacarl- 
deo é unta eetose. Os montnsacandeos mais simples são as duas 
t riuses com três átomos de carbono: o glkeraldeido, uma aldo- 
triose, c a dijdroxi acetona, uma cetotriosc EFig. (Mal- 

Os tnonassacandcos com quatro, cinco, seis e sete átomos 
de carbono em seus esqueletos moleculares são chamados, ne^ 
pect ivamente, tet roses, pen toses, hexoses e heptoses. Existem 
aldose* e ce toses correspondentes a cada um desses comprimen- 
tos de cadeia: aldotel roses e cetotetroses, aldupen toses e ceio- 
pentoaes, e assim por diante. As hexoses, que incluem a aldoexo- 
xe n*gÍicose e a ceioexose ft-ffutose (Fig. 9-lb), são os monos - 
sacarldeos mais comuns na natureza. As ãldopen toses D-ribose 
c 2-desoxi-Li-ribose (Fig. Mc] são componentes dos tmckoti- 
deos e dos ácidos nudéicós (Capitulo 101, 

Os monossacarídeos possuem centros assimétricos 

Todos os monusMcandcm, exceto a diidroxiacctona» contêm um 
ou itüís átomos de carbono assimétrico (quiral] e, assim, ocor- 
rem em formas tsnmèfkav opticamente ativas (jugs. 45-17U 
akiuse mais simples, o gliccratdeido, contém um centro quiral 
(o átomo de carbono cenlnüh portanto, lem dois isõmeros óp- 
ticos diferentes, ou enanl iòmetos { Fig. 9-2). Por convenção, uma 
dessas duas formas é designada isõmeno D e a outra isômero L 




O-Glicose, 
uma aldoctror 


y 

H — Ç — OH 
t =o 
HO— C— H 
OH 

H— C— OH 
]>- Fruíra, 


uma teioexra 


íb) 


V* 

t 

H—C—OH 
H — C— OH 




r°" 

CH 2 Ç>H 

p-Ribroc, 
uma aliici.prntose 


2 ^ Pcmci- EV ribox. 
uma ildnprnlffir 


(O 



Figura 9-1 - Mon-ossacarldeos representativos >:a) Duas trtoses, uma aldose f uma cetose. O grupo Cárbonila está sombreado em vermelho em 
cada uma das estruturas, (b) Duas hexoses comuns, (c) As pentoses componentes dos ácidos nucléicos. A D-nbose è componente do ácido ribonudéico 
(KNA) e a í-desDxi-D-nbgse ê componente do ácido desoxuribonudéico (DNÂ) 



projetadas para a frente do plano do papel, as tgaçôcs vemea* para a pane de trás do plano do papel ftetembrando (veja F>g 3 - 7 ) Que. nas fórmulas 
em perspectiva, as ligações em forma de cunha se prqetarn para a frente do plano do papel e as pontilhadas para trás do piano do papel 
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Como para outras biomolécubs com centros quirais. as ct>nfi- 
gutaçóts absolutas dos açúcares são conhecidas por cristalogra- 
fia de raios X. Para representar a estrutura dos açucares de ma- 
adra tridimensional no papei empregamos correntementc as 
formulas de projeção de Físdwr ( Fig 9-2)* 

Em geral, uma molécula com rr centros quirais pode ter T 
oiereob&merot O glkcraWeido tem 2 1 = 2; as ald&exoses, com 
quatro centros quirais, têm 2 A - 16 estereotsòmeros. Os este- 
«oisòmeros dos manomearídeos de cada um dos comprimen- 
tos de cadeia carbônica podem ser di vididos em dois grupos que 
diferem na configuração ao redor do centro quiral mais d iria pi te 
do carbono da carbonila. Aqueles em que a configuração desse 


átomo de carbono de referência é a mesma do D-gliceraldcídu 
são designados de isòmcros D, e aqueles com * mesma configu- 
ração do L-gHceraldeido são os isòmeim L Quando o grupo hi- 
dnmb no carbono de referência está do Udo direha i» fórmula 
de projeção, o açúcar i o LMsõrnero: quando efe está á esquerda* 
é o Ldsúmero Das 3 6 aldoexoses possíveis* oiro são da forma D 
e oito sáo da forma L As hexoses encontradas nos organismos 
vivos sào. na maioria, D-isôrneros* 

A Figura 9-3 mostra as estruturas dos [i-estereoisómeros de 
todas as ai doses e as cetoses que possuem de três a seis átomos de 
carbono. Os átomos dc carbono de um açúcar são numerados 
começando-se pela extremidade da cadeia mais próxima do gru- 
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Figura 9-3 - As sénes das (*} D-aídoses e (bj O-çetcrses 
que têm de três a seis átomos de carbono sâo mostra- 
das em $uas fórmulas de projeção. Os átomos de car- 
bono em vermelho são centros quirais. Em todos esses 
D-isômeras o carbono quiral ma/j dàíante do cerúono 
dà carbonib tem a mesma configuração que o carbono 
quiral do D-gticerahdeido Os açucares, cujos nomes es- 
tão dentro de telângutos. são aqueles mais abundantes 
na nanireí*. abaremos a encontrámos neste e nos pró- 
mwb caprtutos 


íb> OCeloses 


po csrbonila, Cada uma das oito D-aldoexoses, as quais diferem 
esttreoquini içara ente cm C-2, C-3 e C-4, têm nomes próprios; 
D-glícose, D-galactott, D-manose, etc. (Fig. 9-3a), As cetases de 
quatro e cincci átomos de carbono sdo designadas peta inserção 
de "uT no nome da aldose correspondente; por exemplo; l»-ribu- 
lose é a cctopcntose correspondente à aldopentose J>-ribãSé. En- 
tretanto. existem cetnexnses que são denominadas contrariando 
essa regra como a frutose (do latim frutfus, que significa “fruta*; 
» frutas são rkas nesse açúcar) e a sorbose (de Sorfaus, género de 
arvore de montanha, a qual tem frutas que são ricas em sorbítol, 
um ákod dcnvado de açúcar) r Dois açúcares que diferem somente 
na configuração ao redor de um único átomo de carbono sáo cha- 
mados epimeros; a D-glicosc e a D-marase* que diferem estereo- 
quimicamente apenas em C-2, são epímeros, como também o são 
a D-glknse c a O gaUaose {as quais diferem em C-4) íFig. 94). 
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Figura 9-4 - Eplmeros A D-glicose e dois de seus eplmeros sâo mostra- 
dos em fórmulas de projeção. Cada epímero difere da D-gkose na confi- 
guração de apenas um centro quiraí (sombreado em vermelho). 


Alguns açúcares ocorrem natural mente na Forma L; exem- 
plos são a l.-arabinose e os L-isòmeros de alguns derivados de 
açúcares {discutidos a seguir), componentes comuns dos glico- 
coniugados, 
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O? monossacandeos comuns possuem 
estruturas cíclicas 

Ram simplificar, representamos as estruturas das várias aldoses 
e cetoses em forma de cadeia linear { Figs. 9-3 e 9-4}. Na realida- 
de, em soluçdes aquosas, as aldotetmses e todos os monossaca- 


rfdeos com cinco ou mais átomos de carbono na cadeia ocor- 
rem, predominanternertte, como estruturas cíclicas (anel) nas 
quais o grupo earbonila forma uma ligação cova lente com o 
oxigênio de um grupo hidroxiU ao longo da cadeia, A formação 
dessas estruturas em and é resultado da reação geral entre aldeí- 
dos ou cetonas « álcoois, formando derivados chamados hemia- 
cetais ou heirúceiais ( Fig. 9-5), que apresentam um carbono as- 
simétrico adicional c assim podem existir cm doas formas este- 
misoméricas. Por exemplo; a P-glicose existe, em solução, como 
um hemiacetal intramolecular, no qual a hidraxila livre em 05 
reagiu com C-l da função aldeído, formando um novo centro 
assimétrico e produzindo dois cüertoisômenx, chamados a e p 
[Fig. 9-6}. Esses anéis de seis elementos são conhecidos por pè- 
rau uses, porque rio se assemelham ao and de seis dementos do 
pirano ( Fig, 9-7). A nomenclatura sistemática para os dois artes 
da ü-giicose são a-P-gticopiranosé e p-D-glicopiranose. 

As aldoexoses também existem cm formas cidjcas com anéis 
de cinco átomos, as quais, devido á serodhança com o compos- 
to rídtco fura no que possui estrutura química com cinco áto- 
mos em and, são chamadas furanoses. Entretanto, o anel de srâ 
átomos aldopiranosidico é muito mais estável que o anel aJdo- 
fiiranosidito e predomina nas scriuçòes de aldoexoses. Apenas 
a] doses contendo cinco ou mais átomos de carbono podem for- 
mar anéis piranosídieos. 

As formas isoméricas dos monossaçarídeos,que diferem uma 
da outra apenas em sua configuração ao redor do átomo de car- 
il bono do hemiacetal ou hemicetals são chamadas anú meros. 0 
átomo de carbono da earbonila ou hemiacetal é chamado dé~ 
carbono a numérico. Os anâmeros a e (3 da D-glicose intercon- 
vertem-se, quando em solução aquosa, por meio de um proces- 
so chamado mutarrotaçio. Assim, uma solução que inicial mente 
contém apenas a-D- glicose e uma outra solução que contém 
apenas fS-D-güeose formarão, quando atingirem o equilíbrio, 
misturas idênticas, exibindo propriedades ópticas idênticas, Essa 
mistura consiste de aproximadamente um terço de a- Q-glícose, 
dois terços de fJ-D-giicose e quantidades muito pequenas da for- 
ma linear e de anel de cinco carbonos tghcofuranose). 

As celoexoses também ocorrem nas formas anomérkas a e 
(3. Nesses compostos, o grupo hidroxik em C- 5 (ou C-6) reage 
com o cetogrupo em C-2, formando um anel fúranosidko (ou 
piranosidico) contendo uma ligação hemiceUl (Fig, 9-5). A D- 
frutn.ee forma predominantemente um anel foranosidico (fig, 
9-7): sendo que o anòmero mais comum, em formas combina- 
das ou derivadas, é a P-l>-frutofuranose, 

Ai formulas cm perspect™ dc HaVHUth, como aquebs na 
Figura 9-7, são cotnume nte usadas para mostrar a forma em and 
dos roonossacarideos, Rorém, o and piranosidico com seis áto- 
mos não é pbno, como a perspecl iva de Ha wonlh sugere, mas tende 
a assumir uma das duas conformações cm ^cadeira’’ ( Fig 94). 


Figura 9-5 - Formação de hemiatetals é he- 

micatals. Um aldeído ou uma cetona pode rea- 
gir com um álcool, na proporção 1 : 1 , produzin- 
do um hemiacetal ou um hemicetal, respectiva- 
mente, ctiando um novo centro quiral no carbono 
da earbonila. A substituição de uma segunda mo- 
lécula de álcod produz um acetal ou cetal. Quan- 
do o segundo álcool faz parte de uma outra mo- 
lécula de açúcar, forma-se a ligação ghcosidica 
(pág. 231). 
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Figura 9-6 - Formação das duas estruturas ctdfcu da O-gJkix* A reação emre o grupo aldeído em C-l e o 
grupa hidrada emC-5 forma uma ligação heniiâceiaá, gerarxíQ dem estereosàmeros, os anómçros n e p. que 
Aferem somente na esiereoquirma em tomo do cartwno do tmriaatit A trtemonversão dos anómer» a e p ã 
chamada mutarrotação 



Hgura 9-7 - Plranows e furanosM As formas piranosldicas da Q-gli- 
cose e as formas furanosidicas da D-frutose sâo mostradas aqui nas fór- 
mulas em perspectiva de Hawortfv As bordas do anel mais próximas do 
Iwtorestãn representadas por linhas grossas. Na perspectiva de Haworth, 
os grupos hidrox.il a que estão abaixo do plano do anel devem estar do 
Wo direito nas fórmulas de projeção de Fischer {compare com a Fig. 9- 
§]. 0 plranp e o f urano são mostrados para comparação. 


Figura 9-® - Fórmulas conform acionais das piranosas ta) Duas for- 
mas em "cadeira'’ do anel piranosldico. Os substituintes nos carbonos 
do anel podem ser axiais {ax), projetando-se paralelos com o eixo verti- 
cal em relação ao plano do anel, ou, então, equatoriais (eq), projétán- 
do-se de maneira quase perpendicular ao mesmo eixo, Gerai mente os 
substituintes nas posiç&es equatoriais sofrem menos impedimento es- 
té-rico por substituintes víimhOS; portanto, as conformaçóes com subs- 
tii umtes volumosos na posição «qult&Úl são favorecidas Uma outra 
conformação em “barco- (nào mostrada) somente aparece em deriva- 
dos tom subsuluriies, muno volumosos <b> A conforrnàção em “cadei- 
ra" dia u-p-gltcopiranQs# 


Lembre-se de que no Capítulo 3 foi explicado que duas conforma- 
ções de uma molécula são interconversíveis sem a quebra de liga- 
ção covalente, porém duas configurações podem ser intercon ver ti- 
das apenas pela quebra de ligações covalentes — por exemplo, no 
caso das configurações a e jü, a ligação que necessita ser rompida é 
aquela que envolve o átomo de oxigênio do anel. As conformações 
tridimensionais específicas das unidades de monossacarídeos são 
importantes na determinação das propriedades biológicas e fun- 
ções de alguns polissacarídeos» como veremos mais adiante. 

0$ organismos contêm uma variedade 
de derivados das hexoses 

Em adição às hexoses simples como a glicose, a galactose e a 
manose existe um grande número de seus derivados, nos quais 
um grupo hidfoxik no composto original é trocado por um 
outro grupo substituinte, ou um átomo de carbono é oxidado a 
ácido carbosílico (Fig, 9-9). Na glucosamina, na galactosamina 
e na manosamina, a hidroxila em C-2 do açúcar original é subs- 
tituída por um grupo amino, O grupo amino quase sempre está 
condensado com o ácido acético, como na N-acetilglucosamina. 


Esse derivado da glucosamina é parte de muitos polímeros es- 
truturais, incluindo aqueles das paredes celulares de bactérias. 
As paredes celulares bacterianas contém também um derivado 
da glucosamina chamado áddo N-acetilmurâmico, no qual o 
ácido láctico (ácido carboxílico com três átomos de carbono) 
está unido por uma ligação éter ao oxigênio em C-3 da N r -acetil- 
glucosamina. A substituição de um grupo hidroxila por um hi- 
drogénio em C-G da L-galactose ou da L-manose produz L-fuco- 
se ou L-ramnose, rcspcctivamente; esses desoxiaçúcares são en- 
contrados em polissacarídeos de plantas e oligossacarídeos 
complexos componentes de glicoproteínas e glicolípídios que 
serão descritos mais adiante. 

Quando o carbono da carbonila (aldeído) da glicose é oxi- 
dado até ácido carboxdlico, é produzido o ácido glucónico; ou- 
tras aldoses produzem outros áridos aJdõnicns. A oxidação do 
carbono na outra extremidade da cadeia carbônica (C-6 da gli- 
cose, galactose ou manose) forma os ácidos urônícos correspon- 
dentes: ácidos glucuròníco, galacturònico e manurônico. Am- 
bos os grupos de ácidos urònicos e aldõnicos formam ésteres 
intramoleculares estáveis chamados lactonas (Fig. 9-9; abaixo e 
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Figura 9-9 - Alguns derivados das hexoses importantes em biologia. Nos aminoaçúcares, um grupo— NH ; substitui um grupo —OH da hexose 
original. A substituição de —OH por — H produz um desoxiaçúcar. Note que os desoxiaçúcares mostrados ague ocorrem na natureza como os isõmeras L 
Os açúçanes ácidos contêm um grupo carboxilato, o qual lhes confere uma carga negativa em pH neutro. AD-gluconcAS-lactona resulta da formaçãD 
de uma ligação éster entre o grupo carboxilato em C-1 e o grupo hidroxila em C-5 (também conhecido como carbono Ã) do D-gluconato. 
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à esquerda). Além desses derivados ácidos das hexoses» um açú- 
car ácido com nove átomos de carbono merece menção: o ácido 
iV-acetilneuramínico (ácido siálico), um derivado da Aí-acetü- 
manosarnina, è um dos componentes de muitas glicoproteínas 
e gÜcolipídios de origem animal. Os grupos carboxila desses 
derivados de açúcar estão ionizados em pH 7, e esses compostos 
são, portanto, corretamente nomeados de carboxilatos, por 
exemplo, glucuronato, galacturonato, e assim por diante. 

Durante a síntese e a degradação metabólica dos carboidra- 
tos, freqüentemente os intermediários não são os próprios açú- 
cares, mas os seus derivados fbsfori lados. A condensação do áci- 
do fosfórico com um dos grupos hidroxila de um açúcar forma 
um éster fosfórico, como na glicose-6- fosfato (Fig. 9-9). Os açú- 
cares fosfatados são relativamente estáveis cm pH neutro e pos- 
suem uma carga negativa, Um dos efeitos da fosforilação do açú- 
car no interior das células é impedir a difusão desse açúcar para 
fora dei a^ a membrana plasmãtica das células, em geral, não pos- 
sui um transportador específico para essas moléculas, A fosfori- 
iaçào também ativa os açúcares para as transformações quími- 
cas subsequentes. Vários derivados fosforLlados importantes dos 
açúcares serão discutidos no próximo capítulo. 

Os monossacarídeos são agentes redutores 

Os monossacarídeos podem ser oxidados por agentes oxidantes 
rdativamente suaves, tais como os íons férrico (Fe 11 ) e cúprico 
(Cu I+ ) (Fig. 9- I0a). O carbono do grupo carbonila é oxidado a 
carboxila, A glicose e outros açúcares capazes de reduzir os íons 
férrico ou cúprico são chamados de açúcares redutores, Essa 
propriedade ê a base da reação de Fehling, um teste qualitativo 
para a presença de açúcares redutores. É também possível deter- 
minar a concentração de um açúcar redutor pela medida da 
quantidade de agente oxidante que é reduzido pela solução des- 
se mesmo açúcar. Por muitos anos, esse teste foi usado para de- 
tectar e medir as elevações dos níveis de glicose no sangue e na 
urina no diagnóstico do diabetes melito. Atualmente, métodos 
mais sensíveis para a medida da glicose sanguínea empregam 
unia enzima, a glicose oxida se (Fig. 9- 10b). 

Os dissacarídeos contêm uma ligação glkoskJka 

Os d|ssaçarídeos (como a maltose, a lactose e a sacarose) são 
constituídos por dois monossacarídeos unidos eovalen temente 
entre si por uma ligação O-gjícosídiai. a qual é formada quan- 
do um grupo hidroxila de um molécula de açúcar reage com o 
átomo de carbono anomérico da outra molécula de açúcar (Fig, 
9-11). Essa reação representa a formação de um acelal a partir 
de um hemíacetal (como a glicopiranose) e de um álcool (um 
grupo hidroxila de uma segunda molécula de açúcar) (Fíg, 9-5). 
Quando um carbono anomérico participa de uma ligação gli- 
cosldica, ele não pode mais ser oxidado por um íon cúprico ou 
férrico. Esse açúcar contendo o átomo de carbono anomérico 
ligado não pode existir na forma linear e nào pode mais agir 
como um açúcar redutor. Na descrição dos dissacarídeos ou 
poJiissacarídeos, a extremidade de uma cadeia que tem um car- 
bono anomérico livre (isto é, não envolvido em uma ligação gli- 
cosidica) é Cómumente chamada de extremidade redutora da 
cadeia. As ligações glicosídicas são facilmente hidrolisadas por 
ãddo, mas resistem à clivagem por base. Assim,, os dissacarídeos 
podem ser hidrolisados para liberar os seus componentes mo- 
nossacarídícos livres por aquecimento com ácido diluído, Um 
outro tipo de ligação glicosídica reúne o átomo de carbono ano- 
mérico de um açúcar a um átomo de nitrogénio em uma glico- 
proteína (veja Fig. 9-25). Essas ligações N-glícosíl são também 
encontradas em todos os nucleotídeos (Capítulo 10), 
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Figura 9-10 - Açúcares como agentes redutores (a) A oxidaçáo do 
cartono anomérico da glicose e outros açúcares é a base da reação de 
Fehling: o íon cuproso (Cu + ) produzido em condições alcalinas forma o 
óxido cuproso que é F um precipitado vermelho. Na forma hemiacetal (em 
anel), o C-1 da gkose não pode ser oxidado pelo Cu 2 *. Entretanto, a forma 
em cadeia aberta está em equilibno com a forma em anel e, eventualmen- 
te r a reação de oxidação chega a ser completa. A reaçáo com Cu 2 * não é 
tão simples como a equaçáo aqui apresentada; além do D-gluconato, vá- 
rios ácidos de cadeia curta sáo produzidos pela fragmentação da glicose, 
(b) A concentração ria glicose sanguínea é comu mente determinada pela 
medida da quantidade de HjO*. produzida pela reaçáo catalisada pela glico- 
se oxidase. Na mistura readonal, uma segunda enzima, a penoxidáse, cata- 
lisa a reação da H^Oj com um composto incolor para produzir um compo- 
nente corado, cuja quantidade é, então, medida por espectrofotometria. 



ct-D-Glicosc 


p-D-Glicose 


tndról,, 









H ÚH H Oh 

Maltose 

a-p-gticopiranoii l- ( I — *4 ) - D- gl icopirano.se 


Figura 9-11 - Formação da maltose Um dissacarideo e, formada a partir de 
dois monossacarídeos (no caso desta figura, duas moléculas de O-glicose) quan- 
do uma —OH (álcool) da mdéculá de glicose (â direita) se condensa com o 
hemiacetal intramolecular de outra molécula de glicose (a esquerda), com a 
eliminação de H ; 0 e a formação de uma ligação O-glicosIdrca. O reverso dessa 
reação é a hidrólise, ataque da ligação gkosídica pela H ? Q. A mcdécula da 
maltose retém um hemiacetal redutor em C-1 . nâo envolvido na ligação glico- 
sldica. Assim sendo, a rnutarrotação mterconverte as formas u em p do hemi- 
acetal. As ligações nessa posição, algumas vezes, são representadas por Imhas 
onduladas para indicar que a estrutura poole ser tanto a quanto p 


A maftose. um dissacarídeo (Fig*9- 1 l), contém duas unida- 
des de D- glicose unidas por uma ligação glicosidka entre C- L (o 
carbono aflomerim i de uma unidade dc glicose e C-4 da outra. 
Devido ao fato de o carbono anamérico Livre (C-I da unidade 
de glicose a direita tia Fig, 9-1 1 ) poder ser oxidado, a maJtiue é 
um di&sacandeo redutor. A configuração do atomu tk- carbono 
anofnérico envolvido na ligação glicosidica éa. A unidade de 
glicose com o carbono anoraérico livre é capaz de existir nas 
formas a e p- pira mis idicas. 

Várias regras devem ser seguidas para nomear os díçsaçarí- 
deo*. como a mal to se, de forma dara e precisa, e especial mente 
para designar os oligossacarídeos mais complexos, Por conven- 
ção, o nome descreve o composto a partir de seu terminal não- 
redutor colocado à esquerda, sendo, então, “construído" na se- 
guinte ordem: ( 1 ) A configuração (□ ou p ) do átomo dc carbo- 
no anomérico que reúne a primeira unidade de monuuacarideo 
(à esquerda ) á segunda e escrita. (21 F, escrito o nome da unida- 
de da extremidade náo- redutora. R ira distinguir as estruturas 
dos anéis, cinco ou íeis átomos, adiciona-se ao nome os termos 
“furartu" ou "pira no". (3} Os dois átomos de carbono reunidos 
pela ligação glicosfdicLi são indicados entre parênteses, com uma 
set li conectando os dois números; por exemplo (1— >4) mostra 
que C-l da primeira unidade de açúcar está unido ao C-4 da 
segunda. (4) Escreve -se o nome da segunda unidade, Se existir 
uma terceira unidade, a segunda ligação glicosídica é descrita 
puf meto das mesmas convenções. Para encurtar a descrição de 
polis&acarideos complexos são frequentemente empregadas abre- 
viações de três letras para cada monossacaríden, como apresen- 
tado na Tabela 9-L Seguindo essa convenção para denominar 
nligossacaridcos, a mallose será nomeada a-D-glícopiranoiil- 
( 1 — *4 )-P-D-glicopiranose Como a maioria dos açucares encon- 
trada neste livro é enanliòmeros D e predomina a forma pirano- 
sídlcp das hexoses, usamos geral mente fl versão curta do nome 
formal desses compostos, dando a configuração do carbono ano- 
mérico e nomeando os carbonos unidos pela Ligação glicosídi- 
ca. Nessa nomenclatura abreviada, a maltose é nomeada 
Glc(al^4)Glc, 


Tabela 9-1 - Abreviações para os monossataride» ctxnuru * al- 
gum de mus denvados 
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O dissacandeo lactose { Fig. 9- 1 2 ) ocorre naí uralme ute ape- 
nas no leite; quando hidmlisado, libera 0-gaLaclose c 3 > glicose. 
O carbono anoméneo da unidade de glicose está disponível para 
oxidação; portanto, a lactose é um dissacarídeo redutor, O seu 
nome abreviado éGal(pl-*4)Glc, A sacarose (o açúcar comum) 
é um di&sacarfdeo de glicose efrutosc. Ela é formada pelos vege- 
tais porém não pelos animais superiores. Em contraste à mal- 
to» e à lactose, a sacarose não contém átomos de carbono ano- 
mérreos livres; os átomos de carbono anoméricos de ambos os 
monossacarídeos estio envolvidos na ligação glicosidic a { Fig, 
9-12). Á sacarose c portanto um açúcar não-redutor. Os dissa- 
carideos não- redutores são chamados glicosideos, as posições 
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Rgura 9-12 - Alguns d«fatarid*os comuns Da mesma maneira que 
a rnabose no Figura 9-1 1, esses ãuâtandem são mostrados nas fúrmu- 
las em perspetiva de Haworin Os nomes comuns, os nomes sistemáti- 
cos completos e as abreviações são dados para cada um detes 


ligadas sào dos carbonos an américos, Na nomenclatura abrevia- 
da, uma seta dupla conecta os sim bolos que especificam os car- 
bonos anoméricos c suas configurações. Por exemplo, o nome 
abreviado da sacarose é correto tanto na forma Gicí a I *-^2fViFru. 
como na forma Frut p2++la)Glc. A sacarose é o principal mter- 
mediano da foiossiniçsc; em muitos vegetais, da é a principal 
forma na qual o açúcar e transportado das folhas até as danais 
partes da planta. A ireaíose Gkfalf-MalGk {Fig. 9-12) c um 
dissaca ndeo de D-gl icose que, como a sacarose, é um açúcar riio 
redutor. Este é o principal constituinte da hemoiinía, o fluido 
circulante dos insetos, que serve como um composto dc arma- 
zenamento de energia. 


Polissacarídeos 

A maioria dos carboidratos encontrados na natureza ocorre 
como poltssacajidcuv polímeros de média até alta massa mole- 
cular. Os pdis&acandcQs. também chamados glicanns, diferem 
ent re si na identidade das suas unidades monossacaridkas e nos 
tipos de ligação que o* unem. no comphmmm das suas cadeias 
e no grau de ramificação destas. Os bomopolissacaridcos con- 
tém apenas um único lipo de unidade monoméríca; os hetero- 
polisMicarideos contêm dois ou mais tipos diferentes de unida- 
des monoméricas (Fig, 9-13). Alguns homopolissâcarfdeofl ser- 
vem como fornia de armazenamento de monossacarldeos 
empregados como combustíveis pelas células; □ amido e o glico- 
gênio são homopolissacarideos desse tipo. Outros hormipotis- 
sacarideos, como a celulose e s quilina, sáü utilizados como ck- 
mentos estruturais das paredes cdulares vegetais e de exoesque- 
leloi de animais, respectivsmente. Os beteropolissacarídeos 
fornecem suporte cxtracelular nos organismos de todos os rei- 
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Fngura 9- *3 - Os polisucarídeos podem ser compostos por un. dou oo 
vàíKM monosucartdeos Aferentes.. Ngadeis entre si em câdeta* lineares 
ou ramificadas oe compwnenio variado 


nos naturais. Por exemplo, a camada rígtda do envoltório das 
células baeterianas (peptideoglícano) é constituída por uma parte 
que é um heterapoUssacarideo formado por duas unidades mo- 
Itossacaridlcu alternantcs. Nos tecidos animais, o espaço entra* 
celular é ocupado por vários tipos de heteropolissacarídeos, que 
formam uma mitrli que mantém as células individuais unidas, 
fornecendo-lhes proteção, fonna e suporte, funções que se es* 
tendem' aos tecidos e órgãos. 

De forma diferente das proteínas, os polissacarídcos em ge- 
rai nâo tém massas moleculares definidas. Essa diferença é uma 
consequência dos mecanismos de montagem dos dois tipos de 
pdíjncmsv Como será visto no Capitulo 27, as proteínas sá o sin- 
tetizadas a partir de um molde (RN A mensageiro! com scqüén- 
da de bases e tamanho definidos, por meio da ação de enzimas 
que copiam na ta mente o molde, I^ara a síntese de polissacari- 
drctt não há nenhum molde; em vez disso, o programa para sín- 
tese de pohssacarideos é intrínseco às enzimas que catalisam a 
potimer Lzação das unidades monoméricas. 

0 amido e o glicogénio são 
tembusttveís armazenados 

Os polissacarideos de armazenamento mais importam cs sáo o 
amido nas células vegetais e o glicogénio nas células animais. 
Esses dois polissacahdewocorrern intracdularmenteco«iiogran- 
des agregados ou grânulos ( Fig. 9- L4>. As moléculas de amido e 
ghcogémo são alúmen te hidratadas, porque eUs têm muitos 
grupos hidroxtb expostos e capazes de formar pontes de hidro- 
génio com a água. A maioria das célula* vegetais tem a habilida- 
de de sintetizar o amido, porém ele é especial mente abundante 
nos tubérculos, como as batatas, e nas sementes, como o grão de 
milho. 

Amidu contém dois tipos de polímeros da glicose, a amilose 
ç aamilopectina (Fig. 9*15). O primeiro consiste de cadeias lon- 
gas, não- ramificadas de unidades de D-glicose conectadas por 
ligações (a 1-44). Tia is cadeias variam em massa molecular de 
uns poucos milhares até mais de um milhão. A amilopectimi 
também tem uma alta massa molecular (até 100 milhões), po- 
rém, ao contrário da amilose, é altamente ramificada. As liga* 
çòes glicosí dicas encontradas entre as unidades de glicose nas 
cadeias da amilopectina são (otl-+4), mas os pontos de ramifi- 
cação (cerca de 1 a cada 24 a 30 unidades* são (al~*té). 


Figura 9-14 - Mkrofotograf l« aietrànk» do-i grânulos de amido 

m éo g I k ogérifo (a) Grandes gràmJos de amido em um único doropias- 
io O amido ê formado no doropiasto a oanir de D-gUcow oounda da 
folossiíTte» (bt Grêmios de gkcogênio em t*n heoatOalo Estes grânu- 
los são formados no criosoí e são miãto menom i— 0,1 (rfn) do que os 
grêmios de amido M|imj 

Glicogénio é o principal poliuacaxideo de armazenamento 
das células animais. Como a amilopcctma, o glicogénio é um 
polímero de subunidades de glkose unidas por meio de ligações 
(a l -M l, com Ligações í&l— ►£) nas ramificações, mas o glicogé- 
nio é mais extensamenfe ramificado tem média, uma ramifica- 
ção a cada 8 a 1 2 unidades) c mais compacto do que o amido. O 
glicogénio é especialmente abundante no fígado, onde ele cons- 
titui até 7% do peso um ido <fo órgão; ele também está presente 
no músculo esquelético. Nos hepatódtos, o glicogénio é encon- 
trado em grandes grânulos ( Fig, 9- 1 4b) s sendo eles mesmos agre- 
gados de grânulos menores compostas por moléculas de glico- 
génio unitárias altamente ramificadas e com uma massa mole- 
cular média de vários milhões. Esses grânulos de glicogénio 
também contêm, numa forma infimamente unida, as enzimas 
responsáveis pela sua síntese e degradação. 

Devido a cada ramificação no glicogénio terminar com uma 
unidade de açúcar não-redutor (uma unidade sem o carbono 
anomérico livre), esse polímero tem (antos terminais não-redu- 
tores quantas ramificações, porém apenas um único terminal 
redutor. Quando o glicogénio é usado como fonte de energia, as 
unidades de glicose são removidas uma a uma, a partir dos ler- 
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Figura 9-1 $ - O* dois polis sacar 10*0* do amido, a amiíott 4 a amítopactina faí Um pequeno segmento de arvd ose, um poifrwo Jnwr 
composto por Líi «Jades de D-g ímoie com ligações (ai -*4J. Uma Ma cadeia do polímero pode comer wáno* mdhaíes de urwJades de gJkose A 
am*opKtifia t«m Igações semelhantes ã améow ras unidades entre os pomos de rarmf cação (b) No ponto de ramificação, a arntopectna, tem uma 
Iqaçâc 'ai ' íò Um agregado de amikose e amlopect-na como se acredita que ocorra nos cjãntilos de arrtdo As fifcras de amtkopeelira (vermetio) 
formam «rruluas em dupla hétk» unas com as outr* ou com as fitxas de amlose íazuf> As ai idades de gtaoie. na ertrermcMte não- redutora das 
ramrfitaçtes externas, são içiradas enzimatcamente. tcna de cada vez. durante a mobMização ntraceiuív do amtio para produção de energia 0 
g cogènio tem uma estrutura simMar. mas e mu to mais ramifcado e mais compacto 


minais nâo- redutores. As enzimas de degradação, que agem so- 
mente noa terminais nâo-redutores, podem agir simulianeamen- 
te em muitos terminais* acelerando a conversão do polímero em 
tnonofisacarídeo. 

Porque não estocar a glicose na forma monomérka? Foi cal- 
culado que os hepatóçitos estocam glicogénin equivalente à con- 
centração de 0.4M de glko.sc. A concentração reaJ de glkogênio, 
que é insolúvel c contribui pouco para a o-smnlaridade do cltosol 
è cerca de 0,0 IpM. Se o citusol contivesse 0,-lM de glicose, a os- 
mol aridade poderia ser perígasamente JÍU t levando à entrada de 
água por osmose, o que poderia romper a célula (veja Fig. 4-1 1 J, 
Além disso* com uma concentração int racelular de glicose de 0,4M 
e uma concentração externa aproximadamente igual a 5mM (a 
concentração sanguínea em um mamífero)* 3 variação da energia 
livre para a captação da glicose pda célula seria contra um gra- 
diente de concentração muito alto que podería ser proibitivo, 

À estrutura tridimensional do amido é mostrada na Figura 
9- 16 e pode ser comparada com a estrutura da cetub&e descrita 
a seguir 

A celulose e a quitína são 
homopolissacarideos estruturais 

A celulose, uma substância fibrosa* resistente e insolúvel em água, 
é encontrada na parede celular dos vegetais, particularmente em 
troncos, galhos e em ipdas as partes lenhosas, A celulose consti- 
tui a maior parte da massa da madeira, e o algodão é celulose 
quase pura. Como a amiloae e as cadeias principais da amíb- 
pectina e dó glicogêmo, a molécula de celulose é um homopo- 
Làssacarfdeo linear e não-ramificado, de 10 a 15 mil unidades de 
P-glkuse. Mas hi uma diferença muito importante: na celulose 
u un idades de glicose lém a con figuração § ( Fig_ 9-17). enquant o 


na amilose, na amilopectina e no glicogênio a glicose está na 
configuração a. As unidades de glicose na celulose estão unidas 
por ligações glicosidkas do tipo ((11— *4). Essa diferença confere 
ül celulose e à amilose estruturas tridimensionais e propriedades 
físicas muito diferentes entre si, 

A estrutura tridimensional das macro moléculas dos carboi- 
dratos esta baseada nos mesmos princípios fundamentais da 
estrutura dos polipeptiJeos: as s li bun idades com uma estrutura 
mais ou menos rígida, ditada por Ligações covalentes, formam 
as estruturas macromcdecuJares truiimensi onais, que são esta- 
bilizadas por interações fracas, Como os polissacandeos tèm 
muitos grupos hidra* lia* a formação de pontes de hidrogénio 
tem uma influência especial mente importante em suas estrutu- 
rai. Os polímeros de P-p-glkose. como a edubse. podem ser 
representados por uma série de anéis piraitosidkus rígidos co- 
nectados por um átomo de oxigénio que faz ponte entre doi$ 
átomos de carbono (ligação gjkosídica ). Existe rotação livre para 
a ligação C — O que liga as duas unidades (Fig. 9- 1 7a h A confor- 
mação mais estável para o polímero é aquela na qua] cada “ca- 
deira* é rodada 180° em relação às sub unidades vizinhas, for- 
mando uma cadeia rela e estendida. Com várias cadeias estendi- 
das lado a lado, uma rede estabilizadora de pontes de hidrogênio 
inter e intracadeias produz fibras supra moleculares retas, estáveis 
c de grande resistência à tensão (Fig, 9 - \ 7b). À resistência á tensão 
da celulose tem feito dela uma substância muito útil para as civi- 
lizações através dos milênios, Muitos produtos manufaturados, 
incluindo o papel, papelão, raiom, placas de isolamento e outros 
materiais de empacotamento c construção, são derivados da celu- 
lose. A quantidade de água contida nesses materiais è baixa, por- 
que as ligações de ponte de hidrogénio in ter cadeias de celulose 
saturam sua capacidade de formação desse lípo de ligação. 


235 



Figura 9-16 - A estrutura do amido (wnHou) (a) Em sua conformação mas estável, de 'cadeiras' ngtdas adjacentes. este 
(Xüissacarideo apresen 14 a cadeia ai*va de forma doente da (rear da (efutae (nfqa Fig 9- 1 7} : b) Desenho em euaij de um 
segmento da amikw A conlor mação das ligações (a 1 -»4) da amilow, da amfapectína e do gltogénio forçam esles poUmem a 
assurnfrem uma estrutura helicoidal eslrenamente compacta. Estas estruturas compactas produzem ps granulas densos de estoca- 
gem de amido nu gkogenio vistos na maioria das células (veja Ftg. 9-14} 



Figura 9-17 - A estrutura da celulose (a) Duas unidades monossacarldiças de uma cadeia de celulose; as unidades de t) -glicose 
tfim ligação (p-1 —e4J. As estruturas rígidas ern "cadeira' 1 podem girar, uma em relação ã outra {b) Desenho em escala de segmentos 
de duas cadeias paralelas de celulose , mostrando a conformação das unidades de D-giicose e as interligações proporcionadas pelas 
pontes de hidrogèmo Na unidade de hexose á esquerda, embaixo, estão mostrados todos os átomos de hidrogênio; nas outras três 
unidades de hexoses. todos 0$ átomos de hidrogênio ligados a carbono foram omitidos, em benefício da clareza , já que eles não 
participam da formação das pontes de hidrogê^o 


Diferaitemcnte das fibras lineares produzidas pelas ligações 
(Pl-Md em polímeros, como a celulose, a conformação mais 
ÍKVOfàvd para ligação (a 1 — M ) dos polímeros de L* -glicose, comi 
o amido e o glicogénkx ê uma estrutura hdicoidal compacta e 
estabilizada por pomes de hidrogénio (Fíg. 9-16)* 

O glkogênia e o amido, ingeridos na dieta, não hiJruLisados 
poro^amiUses, enzimas da saliva e das secreções intestinais que 
rompem as ligações glicos ídkas (al— *4) entre as unidades de 
glicose, A celulose nâo pode ser usada pela maioria dos animais 
como uma fonte de energia, porque falta-lhes uma enzima que 
hidrólise as ligações i |3 1 — ^4 > , Os térmitas, ou cupins, digerem 
bei) mente a celulose (e. poriam o, a madeira), mas isso só ocor- 
re porque o seu traio ímesunal abriga um microrganismo sim- 
biótico* Trkhonymphtí T que secreta uma enzima chamada edu- 
Ltse, a qual hidroíisa as Ligações f 01— M) entre as unidades de 
glicose. Oi fungos e as bactérias da madeira em decomposição 


também produzem crluiasc. Os únicos ver tebrados que conse- 
guem utilizar a. cdulose como alimento são os bovinos e outros 
animais ruminantes (ovelhas, cabras, camelos, girafas). O estô- 
mago extra desses animais (tumen) contêm prohsiis e bactéria!, 
que sccrelam cetuíase. 

A quilina é um ho mopolissacandeo linear composto por 
unidade dcN-acetJ-D-duco«miiia an ligação p { Fig. 9-18). Sua 
Única diferença química com a celulose è a substituição de um 
grupo hidroxila em C-2 por um grupo amino acetilado. Aqui ti- 
na forma fibras estendidas similares àquelas da celulose e, como 
a celulose, nào é digerível por animais vertebrados. A quitina é o 
principal componente do exoesqueleto duro de aproximadamen- 
te 1 milhão de espécies de anrôpodostpor exemplo, insetos, la- 
gostas e caranguejos. Provavelmente, depois da cdulose, é o po- 
lissacandeo mais abundante na natureza. 
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Figm 9*11 - Um segmento certo de qurtíva. um homopo^mero de uralades de iV-acet^c^giuíQsarnr^ em Iqação (pi -»4) 


As par*d*> celulares barteríanas 
contém peptídeogli canos 

O componente fugido das paredes odularcs hacterona* e um hctc- 
lopolimem amsttt uido por unidades alternamos, ünkLb por liga 
çàn (fl I — M l + de N-acrtilglucttóamijij e ácido .V-acedlmuràmko í Fig 
9-19). Os polfencflOi lineares iustapõem-se na parede edufar c são 
interligados por peptfdctK pequenos, as suas estruturas exalas de 
pendem das espécies hacterianas consideradas. As ligações cruza 
das do pcpttdeo unem as cadeias polissacarídicas a um revesti- 
mento forte que envolve inteiramente a célula c a protege de líse 


devido à entrada de água por ouihkc. A cn/ima lisozima. que Kj 
dfolba as ligações glknsidioto ( p|-M I entre a .V-acettlglucosami™ 
c o acido V-acetilmurâmko, mata as células hacteiianas. A lisozima 
«lã pr «eme nas bgninas, presumndmeme ú>mo uma defesa con- 
tra as infecções hacienanas nos olhos, FJa também é produzida por 
certos vírus bacterianus para assegurar a sua liberação da cdda da 
bactéria hospedeira, um passo essencial no eido da infecção virai A 
penicilina e os antibiótico* relacionados matam as bactérias, impe- 
dindo a síntese das ligações cruzadas, o que toma a parede celular 
muito fraca para resistir à lise por osmose [veja Adendo 20-1). 



Figura 9- tt - O peptideoglicana Esta ê a representação do peptideogkano da parede celular da baeténa gram- 
positlva 5l8phyfoocajs aureus. Os peptideos (mostrados nas fileiras de esferas cobridas) estão ligados cova lente- 
mente às unidades de ácido /V-acetilmurámico nas cadeias polissacarídicas vizinhas. Note a misture de Q e L-eminoá- 
cidos nestes peptldeos. Bactérias gram-positivas como S, aureus tém uma cadeia de pentaglicina interligando os 
peptUeos. Bactérias gram-negativas como £ co/r não apresentam a pencaglidna; em vez disso, g resíduo terminal de 
D-Ala de ym tetrepeptídeo esíà diretameme ligado ao terrapepttdeo vtzrnho por meio da L-Lys ou de um ammcáeidQ 
semelhante á liana., o ácido daminopimélico 
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0$ glicosaminoglkanos são 
componentes da matri* extracelular 

O espaço exlracelular no* tectdus de animais m mH icelu lares é 
preenchido com um material geteLÍicadc. chamado de matriz 
«trace lu Lar üj, ainda, conhecido como substância fundamen- 
tal, que mantém unidas as células de um tecido e fornece uma 
via porosa para a difusão dos nutrientes e do oxigénio para as 
células individuais- A matriz cxtraceiular é composta por uma 
rede de heteropolissacarideos e por proteína* fibroso* interco- 
nec lidas, tais como cotágeno, das ti na. fibronevtuu c ta mi nina. 
Os hcterapqlis&acarídeos, chamados gUcosaminoglicanos, sãn 
uma família de polímeros lineares compostos por unidades re- 
petitiva?, de dissacarídeos {Hg, 9-20). Um dos monpsãacarídeos 
que compõem os dissacatídeos é sempre a N-acetilglucosamina 
ou a jV-acetilgalactosamina, o outro na maioria dos casosj? um 
ácido afônico, usual menie o ácido D-glucurõnivo ou o ácido 
L-idurònico. Em alguns glkosaminpghcanos, uma ou mais das 
bidroxilas do açúcar a mi nado estão eslerifkada* com sulfato. A 
combinação desses grupos sulfato e do* grupos carboxilato das 
unidades de ácido urònico dá aos glicosaminoglicanos uma alta 
densidade de cargas negativas. Pira minimizar as forças repulsi- 
vas entre os grupos carregados vizinhos, essas moléculas assu- 
mem uma conformação estendida quando em solução, O pa- 
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Figura 9 20 - Unidades, repetitivas de alguns gilcosaminoglkarns 
comuns da matriz extracelular As moléculas são copdimeros alteman- 
do undades de áodo urôncoe de amirmaçuca# tom esl ere* de siJfâíD em 
aigune das posçõs Os grupos orxzadbs, carbom talo e $uMo {verme- 
tio), dão a esses polmerus sua earacterstea de carga attamente negatrva 


ilráu característico das unidades sulfatadas c não- sul faladas nos 
glicvsaminnglícano* estabelece um reconhecimento especifico 
por uma variedade de proteínas liganles que se associam ele 
trostatkamenle com essas moléculas. Os glicosaminoglicanos 
estio ligados a proteínas extracetulares para formar os proteo 
glicanos [discutidos a seguir). 

O glicosaminqglkano ácido hialuròfiico ihuluronato em 
pH fisiológico) contém unidades alternadas de ácido p-glucuro- 
nico e N-acetilglucosamina (Fig, 9-20). Os htaluronato* têm 
massas moleculares acima de li mtlhio; tendo até jO.OOO unida- 
des repetitivas compostas por dissacarideos. Eles formam solu- 
ções d ta mente viscosas e claras, as quais ftrndoniirn como lu- 
brificantes nos fluidas si n aviais das juntas e conferem ao hu- 
mor vítreo dos olhos dos vertebrados sua consistência semelhante 
a da gelatina (do grego ftyttbí que significa “vidro; hialurona- 
los podem ter uma apa renda vítrea ou translúcida). O hialuro- 
nato é também um componente essencial da matrti ex tracei ular 
das cartilagens e dos tendões, nos quais contnbm para sua elas* 
r Lt idade ciracterúLcá c para a resistência à tensão, como resul- 
tado das fortes interações que apresenta com os outros compo- 
nentes da matriz. A hiaJuromdase, uma enzima secretada por 
algumas bactérias patogênica* (causadoras Jr doenças), pode 
hiJrolisar as ligações glicovídícas do hiaturonato, lomando os 
tecidos mais suscetíveis a invasão pelas bactérias. Em muitos 
organismos, uma encima semelhante, no esperma, hidrolisa uma 
capa externa de glicosa mi anglicano que envolve o óvulo, per- 
mitindo a penetração dti espermatozóide. 

Outros gÜcosaminoglicanos diferem do hialuronato em do is 
aspectos: eles são geral mente polímeros muito curtos e covalen- 
leme Mc ligados a proteínas especificas (proleoglicanos, discuti- 
dos a seguir). A condroilina sulfato (do grego r^ondmsque sig- 
nifica “cartilagem") contribui para a resistência á lensão na car- 
tilagem, tendões, ligamentos c paredes da aorta. A dermauna 
sulfato (do grego der ma, “pele") colabora com a flexibilidade da 
pele e também esta presente no* vasos sanguíneos e v abulas do 
coração. A queratina sulfito (do grego Urras, “cornos") não pe»- 
sui ácido urònico e a quantidade de sulfato é variável. Esse polí- 
mero está presenie na córnea, cartilagens, ossos e em uma varie- 
dade de estruturas calosas formadas por células mortas: chilres, 
cabelos, cascos, unhas e garras. A heparina (do grego h£par, n fí- 
gado 1 ") é um anticoagulame natural, sintetizado nos mastódtos 
e liberado no sangue, no qual inibe a coagulação pela ligação e 
estimulação simultânea da proteína anticouguLante, antitrom- 
blna III, Á interação entre a heparina e a aniUmmbina III é for- 
1 emente eletrostática; a heparina é a macromolécula biológica 
mais bem conhecida, que contém a mais alta densidade de carga 
negativa. A heparina purificada é rotineira menle adicionada a 
amostras de sangue colhidas para análises clinicas e sangue doa- 
do para transfusão, a fim de evitar a coagulação, 

A Tabela 9-2 resume a composição-, as propriedades, a ocor- 
rência e a função dos poUssacarideos descritos neste tópico. 

Glicoconjugados: Proteoglkanos, 

Glkoprotemas e Glkolipídios 

Além das suas importantes funções como armazenamento ener- 
gético (amido, glicogênio) e materiais estruturais (celulose, quiii- 
na, pçptidéqglicano), os polissacarídeos (e oligojncarídeos) são 
portadores de informações, des servem como indicadores de en- 
dereçamento para algumas proteínas e como mediadores para in- 
terações especificas célula -célula e célula -matriz cxlraceiular. As 
moléculas quetoniêm carboidratos especifico* agem no reconhe- 
cimento e na adesão célulá-cdufa, na migração celular durante 
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Tabela 9-2 - Estrutura e função de alguns poíissacarideos 


Polímero 

Tipo* 

Unidade repetitiva' 

14manho (número 
d* unidades 
monossaca rid icas) 

Funções 

Amido 

Amiose 

Amfopearia 

Homo 

Homo 

ta 1 -*4)Gfc. linear 
tal-»A)Gfc.íiOm 
ramos (a 1 -frfiíGic 
a cada 24-30 undatta 

SÍFS000 

AtélQé 

Armazenagem de energia nos vegefars 

Gtogèró 

Homo 

<til -»4Xj*c r com 
ramos (a1-*QQt 
a cada S-t2 urodades 

ate 50 000 

Armazenagem de energia nas. bacténas e cêtutcs 
aremais 

C ÇtlíOVf 

Homo 

{p1^4)Gk 

Aieisooo 

Estruturai nos veqeiaas, fomeoe ngidez e 
rçwtência as paredes teJulares 

Qulina 

Homo 

$1-i4)GiCNAt 

Muio grande 

Eslmtutal em insetos, ãranfaas e crustáceos, 
lomete ngidei e resistência ao exoesquelelo 

Peptideoglicano 

Hçterp; 

Ngado com 
peptídeo 

4)Mur2Ac(pl-fr4) 

GlcNAc-tfil 

Multo grande 

Estrutural: em bactérias, fornece rigidez e 
resistência ao envoltório celular 

Hialu nonato 
(gkosaminoglicanD) 

Hetero; 

ácido 

4)GlcA(p1-fr3) 

GlcNAcfpl 

até 100.000 

Estrutural em vertebrados, matriz extraeelular da 
pele e téddo conjuntivoj viscosidade e 
lubrificação nas articulações 


* Cada polímera £ classificado como homopottoiACirideo {homo) ou como heterapoUssacariaeo (betero} 

9 Os nornes abreviados para os peptideaglicanos e firaturanaío indicam aue o paílm-ero comím unidades repetitivas de dissacarideos, com o GkPiAc de uma unidade 
dhfcKandita 'igada pf t 4 ) ã primeira unidade da prítoama unidade dissacarirk,! 


desniwjlviinc nlo, na revestimento sanguínea na resposta imune 
c na dcatrízaçio de lesões, apenas para trilar algumas de suas fun- 
ções, Na imk>ria dos casos, o carboidrato sinalizador é cnvaíente- 
mentr ligido j proteína ou ao lipídio para formar um glicoco n i u - 
gado, que é a molécula biologicamente ativa. 

PmteogUcanos são macro moléculas da superfície da célula 
ou da matriz exiraceluiar. nos quais uma ou mais cadeias de gli- 
couminogl) canos es ião ligadas ca valentemente a uma proteína 
de membrana ou a uma proteína secreta da, A parte formada pelo 
glicosamínoglícano comum ente é a maior fração (em massa) da 
molécula de pmteoglicano, predominando na estrutura, e é fre- 
qüenlcmcnie o principal sitia da atividade biológica. Em mui- 
tos casos, a atividade biológica é resultante de múltiplos sítios 
de ligação, ricos em possibilidades de realizar pontes de hidro- 
génio e interações eletrostáticas com outras proteínas da super- 
fície celular ou da matriz ex tracei u lar. Os prateoglicanos são o 
maior componente dos tecidos concetivos, tais como cartilagens, 
nos quais suas muitas interações não-co valentes com outros pto - 
leoglkanos. proteínas e glicott mi noglka nos produzem rigidez 
e d ah [l idade. 

Glicoproteinas têm um ou vários oligosiaíarídeos de com- 
plexidade variada, ligados corvalentemente t proteína. Elas sio 
encontradas no lado externo da membrana pUxmátka, na ma- 
triz extracelular e no sangue, No interior das células, elas são 
encontradas em orga nelas específicas, tais como o complexo de 
Golgi, os grânulos secretores e o» liso&somos. As frações oligos- 
sacartdkas das glicoproteinas sào meiros repetitivas do que as ca- 
deiasdegliCosammoglicMiosdos pmtcoglíeanos. elas são ricas em 
informações, compondo sítio* al Lamente específicos para o reco- 
nhecimento e a ligação de alta afinidade com outras proteínas. 

Glicolipídios são lipídios de membrana nos quais os gru- 
pos hidrofrlicos da “cabeça” sâo nligmsacarídeos, que, como nas 
glico proteínas, agem como sítios específico* para o reconheci- 
mento pelas proteínas ligadas a carboidratos. 

A glkobialngta, o estudo da estrutura e função de gUcoccm- 
jugados, é uma das mais ativas e excitantes áreas da bioquímica 
c da biologia celular. Nossas discussões utilizam apenas alguns 
poucos exemplos para ilustrar a diversidade estrutural e de ati- 
vidades biológicas dos gUcocomugado*. No Capítulo 20, discu- 


tiremos a biossínlese dos gxdis&acarideas, incluindo os glicosd- 
minoglicanos e, no Capitulo 27, a síntese das cadeias digosu- 
c ar i dicas das glícopmTein as. 

Os profeoglkanos são macromolèculas da superfície 
celular e da matriz etctracelular, contendo 
g I i c o sa m i n og I i ç a n os 

As unidades básicas dos pnHcnglicanos consistem em uma “pro- 
teína central "ligada cova leni emente a gli cosam moglitanoí s ). por 
exemplo, a estrutura laminar da matriz extracelular (lâmina ba- 
sal], que separa grupos organizados de células, contém uma fa- 
mília de proteínas centrais ÍM, de 20.000 a 40.000), cada uma 
com várias cadeias de heparana sulfato ligadas cova] ente mente, 
À heparana sulfato é estrutural mente similar à heparina, porém 
apresenta menor grau de esterificaçào por grupos sulfato, 0 
ponto de ligação é com um ente um resíduo de Ser, no qual o 
glkosaminoglkano é ligado por meio de pontes feitas por um 
trtssacartdec (Fig. 9-21). O resíduo de Ser è geral mente da se- 
quência -Sér-GIp-X-Gly- (onde X é qualquer resíduo de ami- 
noátidoí. embora, nem todas a* proteínas com essa sequência 
renham glicasaminoglicano ligado. Muitos proieoglicanos sáo 
secreta dos na matriz extraceluUr, mas alguns são proteínas in- 
tegrais de membrana, ffcir exemplo, a proteína central smdecana 
( Af r 56.000) tem um domínio transmembrana. único e um do 
mmKi extracelular de retonheíimcuiD formado por três cadeias 
de heparana sulfato e duas de condroitina sulfato ligadas, cada 




Condroitina sulfato 

Proteína central -fr 

Figura 9-21 - A estrutura de um prúteoglícano mostrando a ponta 

da triuacarldao. Um trissacarfdeo ligantç típico (azul) conecta um gli- 
covaminoglicano — no caso a condroitina sulfato- (laranja) — por meio 
de um resíduo de Ser {vermelho) da proteína cenirat A unidade de mlcrae 
do terminal reduiar do ligante ê unida peto seu carbono anomènco » 
grupo hidrcmU do resíduo de Ser 
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ftgum 9-22 - Estrutura d# um prateogMcano òr uma prol tini irtte- 
gral ck membrana O dssgrama esquemático mostra a smdecana. uma 
protega centra* da mecn&rana piasmarca O dtxntaio anrnnmefmrial no 
(ado «qqttUs da rnerròrana é aavaJentemenie ligado (peta tmsáCári- 
deo íga^te como mostrado na Rg 9-21) a bfe cadeias de heparana 
sulfato e a duas de condroihrw sulfato 



agrecana 

Figura 9-23 - Um agregado de proteogtirano da matriz eatfeteíu- 

lar Uma molécula muto kmga de htiJurcmato e associada nâocovalen- 
temente a cerca de 100 mokciias de una protetaa ceo traa agrvtana 
Cada moíecuLa de agrecana tomem mudas cadeias de tondrartma sutfa- 
to e queratana sulfato ligadas covaJétitemenre Proteínas iqaday yjua- 
das nas junções entre cada prorena central e a cadeia pnnopal de fcalu- 
Eonato. medeiam a interação proteína centrat-hialuronam 


uma delas, a um residuo de Ser ( Fig. 9 - 22 ), Uma parte das molé- 
culas de heparana sulfato liga-se a uma variedade de Ngantesex- 
tratflu lares e assim modula a interação de ligantescom recepto- 
res específicos da superfície da célula. 

Alguns proleogliçatios podem formar agregados de protco 
gticanos. enormes agregados supramoleculares de muitas pco- 
teinu centrais, todas ligadas a uma molécula simples de hiato- 
ronato. A proteína central agrecana (M f - 250 . 000 ) tem cadeias 
múltiplas de condroí tuia sulfato e c|ucr«it ana sulfato, cada uma 
delas ligadas aos resíduos de Set da proteína central por meio de 
trúsacarkleos Iiganies, resultando em um monòmeío de agre- 
cana de M r ~2 x IQ'*. Quando uma centena ou mais dnui molé- 
culas de proteínas centrais (“decoradas 11 ) ligam-se a uma única 
molécula estendida de hialuronato (Fig. 9 - 23 ). o agregado de 
proteoglicano resultante ÍM r > 2 x 1 D H ) e a pua água de hidrata- 
ção ocupam um volume aproximada mente igual ao de uma cé- 
lula de baciériaí Uma agrecana interage fonementt com o coli- 
geno na matriz extracelular da cartilagem, contribuindo para o 
seu desem-ohimenio e resistência ã tensão. 

Entrecruzadas com esses enormes pnHcoglicanos extraedu- 
kfes estão proteínas fibrosas da matru. tais coma o culjgcno. a 
daslma e a tibroneclma, formando uma rede de interligações que 
proporcionam resistência e resíltência. Algumas dessas p mie íruis 
saci mulliadesivas, uma proteína simples tendo sítios de ligAçâo 
parti várias moléculas diferentes da matriz. A fibronectina, por 
exemplo* tem domínios separados que ligam librina, heparana sul- 
faio. colágeno e uma família de proteínas da membrana plasmáti- 
ca chamadas integrírasque medeiam a sinalização entre o interior 
da edub e a matnz exlracdular (veja Fig. 12 - 19 ) 1 . Em tomo das 
integritus existem sítios de ligação para inúmeras outras molécu- 
las ortraceliiliires. A figura das initra^òes çduU-matnz íftg, 9 - 24 ) 
mostra uma ordem de interação entre moléculas celulares e ex- 



ProtroglKJiKt 


Fíbronecürm 


Filamentos de actlna 


Imtgnnj 


Upçõef 
croud» 
4» fibra 
de «úlágenú 


Membrana plasmdtka 


Figura 9-24 - Interações entre as células e a matriz extracelular A 

assooaçlo entre as células e os proleogkanos da matnz extracetufar ê 
mediada por uma proteína de membrana ; «ntçgnna) e por uma proteína 
ertracetuíar (neste «empto, a íibronectrM, com sitos de ligação tanlo 
para a megma como para o çvoteogtiuro Note a inbmô associação 
das fibras de cotàgeno com a fibronectria e o proteogêcsnc 



tracei ukr cs, £s*as interações nâo servem mera mente para anco- 
rar as cíluías á matriz extracelubr, mas também para produzir 
vias que dirigem a migração das células rtus tecidos em desen- 
volvi mento e, por meio das tnlegrmas, transportam informa- 
ções cm ambas as direções por meio da membrana plasmálica. 

Os pmteoglicanos da malrsz são essenciais na resposta das 
cduks a certos fatores de crescimento esiraceluJares, Por exem- 
plo, o fator de crescimento dó fibrobUsto (FGF), uma proteína 
sinalizadora extracelubr que estimula a divisão celular, primei- 
ro se Uga i uma porção da hepararu sulfato das moléculas de 
íindícaru na membrana pUsmátka da céluta-ahoL Â sindecana. 
entãov^aptesenta^o FGF ao receptor especifico para FGF na mem- 
brana plasmai sca, e somente assim o FGF pode interagir produii- 
vamenle com esses receptores para iniciar a divisão celular. 

As glico proteínas são conjugados ricos em 
informações contendo oHgossacarldeos 

As glicoproteínas são conjugados dc carboidrato-proteína nos 
quais a parte dos carboidratos são menores e estrutural mente 
mais variados do que os glicnsaminoglicanos nos proteoglica* 
nos. Os carboidratos estão ligados com o grupo hidroxila do 
resíduo de Ser ou Thr (O- ligados ) por meio do carbono anomé- 
rico por ligação gltcosidica» ou por meio dc Ligação jV-glicosidi- 
ca com o nitrogénio da função amida de um resíduo de Asn í «V- 
hgado) íFig, 9-25). .Algumas glicoproteiois têm uma cadeia oli- 
góíwcarídica simples» mas muitas têm mais do que uma; o 
carboidrato pode constituir de 1% a 70% ou ainda mais da massa 
da flb eopro tdpt. As estruturas de um grande número de oligoi- 
sacarideos D e :V- ligados de uma variedade de glkoproteínas são 
conhecidas; a Figura 9-25 mostra alguns exemplos típicos. 

Conto veremos no Capitulo 1 2, a .superfície externa da mem- 
brana plasmática tem muitas glicoproicmas unidas envasen te- 
mente a oligossac arideos de complexidade variada. Uma das gli- 
coprotcinas de membrana mais bem caracterizadas è a glicofò- 
rina A da membrana de eritrócilo ( veja Fig. 1 2-10). Ela contém 
60% da massa em carboidrato, formado por 16 cadeias oligos- 
saçaridkãü (totalizando 60 a 70 unidades monossacarídkas) 


covalentemente ligadas a resíduos de ammoácidos próximos ao 
■mino terminal da cadeia polipeprídica. Quinze das cadeias oli- 
gossacarídicas sào O- ligadas á resíduos de Ser ou Thr, c uma é 
N ~ ligada a um resíduo dc Asn, 

Muitas das proteínas secretadas pelas células eucariõlicus são 
glkoproteínas, induindo a maioria das proteínas do sangue. Por 
exemplo, ímunoglobulinas [ anticorpos j e certos hormônios, tais 
como hormônio estimulante do foliculo, hormônio iuieinmn- 
te e hormônio estimubnte da Uneáidr. Muitas proteínas do lei- 
te, incluindo a lactoalbumi na e algumas proteínas reerrtadas peió 
pâncreas (por exemplo a ríbomideasch são glkosiladas, hem 
como a maioria das proleinas contidas em lisouomos. 

As vantagens biológicas da adição de oligossacandcos as 
proleinas não estão completamente entendidas. Os agregados 
altamente hidrofílkos. dc carboidratos alteram a polaridade e a 
solubilidade das proteínas com as quais estão conjugados. M 
cadeias de oligo&sacarídeos ligadas a proteínas retém- sintetiza- 
das no complexo de Golgi podem também influenciar a seqüên*- 
ciü dos eventos que se processam durante o enovelamento do 
polipeptldeo que determina a estrutura terciária da proteína 
(veja Fig, 27-36). As interações estéricas entre peptídeo e olí- 
gossacarídeo podem impedir uma rota de enovelamento e fa- 
vorecer outra. Quando numerosas cadeias de otigossacandeos 
carregados negativamente são agregadas em uma única região 
de uma proteína, a repulsão entre as cargas favorece enfio, no- 
sa região, a formação de uim estrutura estendida, semelhante « 
um bastão. A densidade e a carga negativa das cadeias de oltgoi- 
sacarídeos também protegem algumas p cte t i m do ataque de 
enzimas proteolitkas. 

Além desses efeitos tísicos globais sobre a estrutura protei- 
ca, existem efeitos biológicos mais es peaficas das cadeias de oli~ 
gussacarídeos nas glicopnolcinis. já havíamos notado anterior- 
mente as diferenças entre as sequências lineares ricas em infor- 
mações dos ácidos nudéicos e das proteínas e a regularidade 
monótona dos homopolissacarídeos como a celulose (veja Fig. 
3-23). Os oUgossacarídeos ligados às glicoproteínas em geral não 
são monótonos, porém sâo muito ricos em informação eslrutu- 


Figura 9-25 - Otigossacandeos ligados 
*m giKOprolein« *a.i Os oligossacarf de- 
o 5 O-liqados têm uma ligação gliccsfdiea 
dó grupo hdituuta dos. resíduos dé $<r ou 
Ihr (sombreado em rosai, representada 
aqui por GalMAc como açúcar no fermnal 
redutor do oiigossacârideo Uma cadeia 
sampiei e uma cadeia complexa são mos- 
tradas (Relembre que Neu5Ac — áodo N- 
aceiíkneLxamtrBCo — e comurem* chama- 
do áodo siáftó) í b i Os oiigossacanbeos ft#- 
ligados lèm uma Ligação fy-glicosil ao 
ftiifOgêniQ da am.cja no resíduo de Asn 
(sombreado em verdeí. represent ado aqm 
por GícMAí como açúcar terminai Tr*s ti- 
pos comuns de cadeias otignssácartdiças 
que são iV-ligadas nas gliroprotelnas São 
mcrtl radas. Uma descrição completa da es- 
trutura do ohgossacarídeo requer especif i- 
cação da posição é esterecquímica (a OU 
fi.) de cada ligação glicosidica. 
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ral Considere ai cadeia* de oligossatarídeos na Figura 9-25, elas 
são Lípicas daquelas encontradas em muitas glicopnoteínas. As 
mais complexas ddas mostram conter 14 unidades, de monos- 
sacandeos. de quatro tipos diferentes, variadamente unidos en- 
tre si com ligações G-*2J, (I— i3), fl-*4), < I — ►*>+ ( Z — ►J) e 
(2-*b), alguns com a configuração a e outros com a configura- 
ção (J, O número de permutações e combinações possíveis dos 
tipos de monossacarideos e dc ligações glkosidica* em um uii- 
gossacarídeo desse tamanho é astro norr.tcamerue grande. Cada 
um dos oligossacarideos na Figura 9-25 apresenta, portanto, uma 
face única, reconhecível por enzimas e por receptores que inte- 
ragem com ele. Inúmeros casos são conhecidos nos quais a mes- 
ma proteína produzida em dois tecidos tem diferentes padrões 
de gliLOsiliição, A proteína humana interferon IFN-JÜJ, produ- 
zido nas células do ovário, por exemplo, tem cadeks oligpssa- 
carídkas que diferem da mesma proteína produzida em cdiiias 
epiteliais mamárias. G significado biológico dessas giicofaraias 
tedduais não é conhecido, mas de alguma maneira as cadeias oh 
gossacahdtcav representam um marcador especifico de tecido, 

Gltcolipldios e lipopoJissacandeos 
são componentes de membrana 

As glicoproteinas nào são os únicos componentes celulares que 
possuem cadeia* de oligossacandeos complexos; alguns lipídios 
também contém cadeias dc olLgo&sacarídeos ligadas covalen te- 
mente, Os ganglioaídeos são lipídios de membrana das células 
de eucarioto, nos quais, o grupo da cabeça polar, a parte do lipí- 


dio que forma a superfície externa da membrana, é um oligossa- 
carldeo complexo contendo ácido sidlico ( Fíg, 9-9) e outras uni- 
dades de monossacarideos. Alguns dos oligossacarídeos que fa- 
zem parte dos gânglios ideos, tais como aqueles que determi- 
nam os grupos sangüíneoi humanos íveja Fig. 11-12), são 
idênticos àqueles encontrados em certas glicoproteínas que, 
conseqüentemente, também contribuem para a determinação 
dos tipos de grupos sanguíneos, Como os oligos&acarideos que 
fazem parte das ghcoprounnas, esses lipídios de membrana são 
geralmente. talvez semp re, encontrado* na lace externa da mem- 
brana pbsmãtica. 

üpopolissacandeos são os componentes principais da mem- 
brana externa de bactérias gram - negativas como a E. coli e a 5aJ- 
mpnWid íiphimuriHiTj, Eles são os alvos primários do* anticor- 
pos produzidos pelo sistema im analógico de vertebrados em 
resposta á infecção bacteriana e são, consequentemente, impor- 
tantes determinantes do sorotipo de linhagens de bactérias ( so- 
ratipos são linhagens distinta* com base na* suas propriedades 
antigénicash Os lipopoltssacarídeos da $, typhimvrittm convêm 
seb áridos graxos ligados a duas unidades de gjucosamina, um 
dos quais é um ponto de ligação para um otigossacarídeo com- 
plexo (Fíg. 9-26). A E. coti é semelhante, mas apresenta apenas 
um lipopolissacarídeo, Os Upopdissacarídeos de algumas bac- 
térias sào tóxicos para o homem e outros animais; por exemplo, 
eles são responsáveis pela perigosa hipotensão sanguínea que 
ocone na síndrome do choque tóxico, resultante de infecções 
provocadas por bactérias gram- negativas. 




figura 9-26 - LipúpolítsacarídãOt béctariano* (#} Diagrama esque- 
mático do hpopdissãcarld» da membrana externa de S atmonefte typfti- 
moriom, Kdo é o ácido 3-desoxi-D-mana-ocutuíosõnico, previa mente 
Chamado de ácido oetodHOXKKtãnko: Hep e o L-glicsro-D-mana-heptG- 
se, AbeOAc é a abequose (a 3 F 6-dide$oxi-hej(o») acetiteda em uma de 
suas hidroxiias, Existem seis ácidos graxas na porção de lipídio A da mo- 
lécula. Diferentes espécies bacte nanas têm diferenças sutis na estrutura 
dos lipopolissacarídeos, mas elas têm em comum uma região lipídica {li- 
pídio A), um oligossacarldeo central e uma cadeia "O-especifíca", a qual 
é o principal determinante do sorotipo (imunor reativo) da bactéria. Fora 
da membrana da bactéria gram- negativa S typhimurium e f. coli estão 
contidas murtas moléculas lipopohssacarldicas, sendo a superfície das 
células virtualmente coberta de cadeias O-específicas, (b) Modelo mole- 
cular espaço-cheio do lipopolissacarídeo de f. cofi. A posição da sexta 
cadeia de ácidos graxas não foi definida no estudo cnstalogfãfm por 
uso náo está mostrada 


As interações ol í gossa ca rideo-lectí na 
medeiam muitos processos biológicos 
Lee tinas, encontradas em todos os organismos, sáo proteínas 
que ligam carboidratos com alta afinidade e especificidade. Um 
número de pontes de hidrogénio, situadas estrategicamente no 
dominio de reconhecimento para carboidrato em cada tipo de 
proteína. liga oligpssacaridcos específicos, sendo assim, as Lecti- 
nas facilmente distinguem açúcares muito semelhantes I Tabela 
9-3), Às lectmas servem em uma ampb variedade de processos 
de reconhecimento célula-célula e processos de adesão. Aqui dis- 
cutiremos apenas alguns exemplos das funções das Jectinas na 
natureza. Em laboratório, lectí nas purificadas, normalmente, são 
usadas como reagentes para detecção e separação de glícoproteí- 
nas com composições ohgossacarldicas diferentes. 
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Às unidades de ácido siálico ( Seu? Ac I. encontradas nas ex- 
tremidades das cadeias de oligossãCarideos de muitas glfcopro- 
lei nas dü plasma (Fig. 9-25), protegem essas proteínas da capta- 
ção e degradação no ff gado. Por exemplo, a cerubplasmma, uma 
glicoproteína transportadora de átomos de cobre, tem várias 
cadeias oligossacarídicas com unidades de ácido siálico termi- 
nal. A remoção dessas unidades pela enzima sialidase é uma 
forma pela qual o corpo marca proteínas “velhas “ para des- 
truição e reposição, A membrana p Las m ática dos hepatúcitos 
tem moléculas de leclirtas ( receptores de asialogiicoproieina; 
"asialo-" indica ausência de ácido siálico) que ligam especifi* 
cimente cadeias oligossacirfdi cas com unidades de galactose não 
“protegidas" por unidades de ácido siálico terminal. A interação 
ceru pütrn ma - receptor desencadeia a endocitcise e a destruição 
da ceruplasmlna. 

Um mecanismo similar é aparentemente responsável pda 
remoção de eritrócitos envelhecidos do sistema circulai orlo de 
mamíferos. Erittfóátos recém -sintetizados têm várias glicopro- 
tefnas dc membrana com cadeias de oligossacarídcos que termi- 
nam em ácido siálico, Quando amostras de sangue são tratadas 
com sialidase, tn vitro, o resíduo de ácido siálico é removido, A 
amostra é re introduzida na circulação, os eritrócitos tratados 
com a enzima desaparecem da corrente sanguínea em poucas 
horas, enquanto células com ohgossacarídeos (eritrócitos reti- 
rados e reintroduzidos sem tratamento com sialidase) intactos 
continuam a circular por muitos dias. 


Alguns hormônios peptideos que circulam no sangue têm 
oLigmxacarídeos na sua composição que influenciam for temen- 
te seu tempo de circulação. Hormônio luiemizantc t uroLrohm 
l hormônios peptideos produzidos no córtex adrenal) têm oü- 
gos&acarideos N- ligados que terminam com um disucarideo 
GalNAc4SOj (,^1— +4 iGkNAc, que é reconhecido por umalecti- 
na (receptor) dos hepatóriloi. A GaíNAc4SO> é uma Vacetilga 
lac tosa mina sulfatada no grupo — OH do C*4. A interação re 
ccpim- hormônio medeia a captação e a destruição do hormô- 
nio luteinizante e da tirotrofins, reduzindo suas concentrações 
no sangue. Então, n» níveis sanguíneos desses hormônios so- 
frem aumentos (devido á secreção da glândula adrenal) e que- 
das (devido à destruição pelos bepatódtos) periódicas, 

Se lectí nas são uma família de lectinas, encont radas nas 
membranas p] asmáticas, que medeiam o reconhecimento célu- 
la- célula e a adesão em vários processos celulares. Um desses 
processos, é o movimento das células imunes I Linfócitus T f atra- 
vés da parede do capilar, do sangue para os tecido», nm locais de 
infecção ou inflamação f Fig- 9-27). Xo local de infecção, a sdec- 
bna P da superfície das células endotdiais dos capilares interage 
com um olLgossacarxlcfi especifico das glicopr meinas dos liníõ- 
citos T círcubmes. Essa interação diminui a velocidade das cé- 
lulas T devido á adesão e à rolagem destas ao longo dk> revesti - 
menio endmehal dos capilares, Uma segunda interação entre as 
moléculas de integrina na membrana pl asmática das células T e 
uma proleina de adesão na superfície das células endotdiais, 
agora, pára as células T e permite seu movimento através da pa- 
rede do capilar para os tecidos infectados para iniciar a resposta 
imune, Duas outras sei cc tinas participam nesse processo: selec- 
tiru F nas células endoteliaís e sdectína L nas células T que se 
ligam por meio de seus otigossacaridens cognatos, uma a outra. 

Alguns patógenos microbianos têm Icilmis que medeiam i 
adesão bacieriana nas células hospedeiras ou 4 entrada da toxi- 
na nas células. A bactéria que se supõe ser a responsável por 
muius úlceras gástricas, HWkflbtirrer pyívn, adere á superfície 
interna do estômago peta* interações entre as lec tinas na super- 
fície da bactéria e os nhgpssacarideas especifico* das glicoprotei- 
nas da membrana das células epiteliais gasl ricas (Fig. 9-281. En- 
tre Os sílios de ligação, está o oligossacarideo Le h reconhecido 
pelo H. pybri , quando ele é parte do determinante do grupo 
sanguíneo O. Esta observação ajuda a explicam porquê da inci- 
dência várias vezes maior de úlcera gástrica em pessoas do tipo 
sangUlneo O que naquelas do tipo A e B, Análogos do oligossa- 
carídeo Le h , sintetizados quimicamente, podem tornar-se um tra- 
tamento útil para esse tipo de ulcera. Administrados por via oral, 
eles podem prevenir a adesão bacteriana (e assim a infecção) pela 
competição com a glicoproteína gástrica pda ligação na Lectina 
bdcleriana. 

A molécula de toxina colérica (produzida péfe VTfcrío efede- 
w desencadeia diarréia depois da entrada nas células intesti- 
nais, responsáveis pela absorção dc água do m tcstino. Ek se liga 
ru cél ula -alvo por meio do oltgossacarideo do gangjiosideo G M ] , 
um íosfolipídio de membrana (veja Adendo H-2, Fig. 1), na 
superfície das células epi trilai* do intestino. Similarmente, a to- 
xina pertussls, produzida pela Bordetelia pertussií, a bactéria que 
causa a coqueluche, penetra na célula-alvo somente depois de 
interagir com um oMgossacarfdeo (ou talvez vários oligo&$acarí- 
déos) com uma unidade de ácido siálico terminal. Entendendo 
detalhes dos sítios de ligação dos oligossacarfdcos dessas toxi- 
nas (lectinas). pode-se permitir a produção de toxinas análogas, 
desenvolvidas por engenharia genética, para uso em varinas. As 
tos mas análogas modificadas geneticamente perdem o sitio de 
ligação para o carboidrato, podendo ser inofensivas porque não 
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Figura 9-Z7 - Função das interações lectinallgante no movimento de Imfódtos nos sítios õe uma infecção ou lesão A 

.circulação de um linfôdto T através de um capilar é diminuída pelas interações transitórias entre as moléculas de selectma P da 
membrana plasmática das células endotehais do capilar @ as proteínas com sítios de ligaç3o para «lectina P na superfície das células 
T. Por meio dessas interações com as moléculas de selectina P sucessivas, as células T rolam ao longo da superfície do capilar. 
Próximo ao sítio de inflamação, interações fones entre integrina da superfície do capilar e seus íigantes na superfície de célula T 
conduzem a uma firme adesão, As células T param a rolagem e, sob a influência de sinais enviados de fora do sitio de inflamação, 
inicia-se um extravasamento através da parede do capilar — com isso. movem-se em direção ao sítio de inflamação, 



Figura 9-28 - As células de Hslkobacter pylari aderidas á superfície gâs- 
trica. Essa bactéria causa úlcera pelas interações entre a lectina da super- 
fície da bactéria e o oligossacarideo Le h (um antigeno de grupo sanguí- 
neo) do epitélio gástrico, 


podem ligar e entrar nas células, mas das podem élidtar uma 
resposta imune que poderia proteger o recipiente quando ex- 
posto à toxina natural. 

Várias viroses animais, incluindo o vírus da influenza, li- 
gam -se a suas células hospedeiras por meio de interações com 
oligossacarídeos expostos na superfície da célula do hospedeiro. 
A lectina do vírus da influenza é a proteína HA, a qual descreve- 
remos no Capítulo 12. A proteína HÀ è essencial para a entrada 
e a infecção virai (veja págs, 3 1 3—3 1 6 e Fjg, 12-2 la), 

A Figura 9-29 resume os tipos de interações biológicas que 
são mediadas por ligação a carboidratos. 

Análise de Carboidratos 

A crescente tomada de consciência da importância da estrutura 
de oligossacarídeos no reconhecimento biológico tem sido o 
promotor do desenvolvimento de métodos de análise da estru- 
tura e estereoquímica de oligossacarídeos complexos. A análise 
de oligossacarídeos é complicada pelo tato de que, diferentemente 
dos ácidos nucléícos e proteínas, os oligossacarídeos podem ser 
ramificados e unidos por uma variedade de ligações, Para serem 
analisados, os oligossacarídeos são geralmente removidos das 
proteínas ou lipídios conjugados e então submetidos a etapas de 
degradação com reagentes específicos que revelam a posição das 
ligações ou a estereoquímica. À espectrometria de massa e a es- 
pectroscopia RMN também têm se tomado inestimáveis para 
decifrar a estrutura de oligossacarídeos. 
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Figura 9-29 - Funções dos oligOisatarideos no reconheci manto e na adesão à superfície da célula :a) Os ollgossâcar ideas com estruturas 
únicas (representados por uma cadeia de boias coloridas), componentes de uma variedade de glicoprotelnas ou gkohpldios na superfície externa da 
membrana plasmáti ca, interagem com alta especificidade e afinidade com as lectinas do meio extracetular, (b) As viroses que infectam as células 
animais, tais como ovlrus da influenza, ligam -se ás glicoprotelnas na célula como primeira etapa de mfetçãg. (t) Toxinas bâCterianas, tais como atem na 
pertussis tf colérica, ligam -se a um glicolipídio de superfície antes de entrar na célula, (d) Algumas bactérias, tais como Helicobacter pylori, aderem para. 
então, colomzar ou infectar as células animais. íe) As lectinas chamadas selectinas da membrana plasmátlca de certas células medeiam as interações 
célula-célula, tais como as dos linfôotos T com células endoieliáõ da parede dos capilares no sitio de infecção. 


Os tiligu&ucjfldtt» componentes de glicoproteina* nu gli- 
cotipidios podem $er liberados por enzimas purificadas — gji- 
cosidases que removem especificamente oligossacandeos O ou 
,V- Ligados, ou hpases que removem os grupos lipidicos da cabe- 
ça. As misturas de carboidratos são fracionadas em seus com- 
ponentes individuais (Rg, 9-30) por muitas das mesmas técni- 
cas utilizadas ru separação de proteínas eammoáctdot precipi- 
tação fracionada com solventes, cramatografia de troca lõnka e 
cromatografta de filtração em gel (exclusão- motecular) (veja Fig. 
5-18}. As lectinas aJiamcme purificadas Jigadas covalentememe 
a um suporte insolúvel, são comumenle usadas na cromatogra- 
fia de afinidade de carboidratos (veja Fig. 5- 18c). A hidrólise dc 
oligossacahdrns e pohssacarideos em solução de ácido forte li- 
bera uma mistura de monossacarideos que, depois da conver- 
são para derivados voláteis convenientes* pode ser separada, iden- 
tificada e quantificada por cromai ogra fia gás -liquida (veja pág. 
298), esclarecendo a composição completa do polímero. For 
exemplo, para polímeros lineares simples como a amilosc, as 
posições das ligações glícosfdlcas entre os monossacarfdeus são 
determinadas pelo tratamento do polissacarldeo intacto com io- 
deto de metila cm meio fortemente básico para converter todas 
as hidroxilas livres para os respectivos éteres metQicos, que são 
estiveis em meio ácido, então o polissacarídeo me ti lado é hi- 
drolisado em meio ácido. Somente os grupos hidroxiU Livres 


presentes no monossacarideo resultante são aqueles que esta- 
vam envolvidos nas ligações, gbcosidicas- Para determinar a se- 
quência das unidades monussa taridicas, incluindo ramificações 
se elas estiverem presentes, são utilizadas exoghcosidases de es- 
pecificidade conhecida, para remover as unidades uma de cada 
vez do terminaJ(is) não- redutor* cs A especificidade dessas exo- 
glicosidases frequentemente permite deduzir a posição e a este- 
rcoquímica das lígações- 

A análise dos ofigussacarideos esta cada vez mais ligada à 
espectroscopia de RMN de alta resolução e especlrometna de 
massa. As análises de RMN isoladas, cspectalmmte para oligos- 
sacarídeos de tamanho médio, podem fornecer muitas informa- 
ções sobre a seqüènda* a posição da ligação r a configuração do 
carbono anomérico. Os polissacahdeos e os oligossacarídeos 
grandes podem ser tratados quimicamente ou com endoglicosi- 
dases para romper ligações glicosldicas internas específicas, pro- 
duzindo vários oligossacarídeos menores, mais facilmente ana- 
lisáveis. Processos automáticos c instrumentos comerciais são 
usados para as determinações de rotina da estrutura de oligos- 
sacarídeos, mas a seqüência de ramificação dos oligossacarídeos 
unidos por mais de um tipo de ligação continua sendo um pro- 
blema mais interessante do que determinar a seqüência linear 
de proteínas e ácidos nucléicos, os quais tém monòmeros liga- 
dos apenas por um tipo de ligação. 
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Figura 9-30 - Métodos de análise de carboidratos Um carboidrato purificado no primeira estágio da análise frequentemente requer 
todas as quatro sequências analíticas para completar a sua caracterização. 


Resumo 


Os carboidratos são predominantemente pdiidno- 
xialdddos ou cetonas cíclicos, que ocorrem na na- 
tureza como monossacarídeúS (aldo&es ou cetoses), 
oligossacarideos (várias unidades de monossacarí- 
dfos) e polissacarídeos (moléculas grandes conten- 
do muitas unidades monossacaridicas e com estru- 
tura linear ou ramificada). Os monossacarídeos que 
têm, no mínimo, um átomo de carbono assimétri- 
co, podem existir em formas eslereoisoméricas. Os 
açúcares de ocorrência natural mais comuns como 
ribose, glicose, ffutose e manose são da série u. Açú- 
cares simples tendo quatro ou mais átomos de car- 
bono podem existir como hemiacetais ou hemice- 
tais, quer na forma furanosídica (anel de cinco ele- 
mentos), quer na forma piranosldica (anel de seis 
elementos). As furanoses e as piranoses ocorrem nas 
formas anoméricas o e |i, que sáo interoonversíveis 


pelo processo de mutarrotação. Os açúcares com 
carbonos anoméricos livres oxidáveis são chama- 
dos de açúcares redutores. Muitos derivados dos 
açúcares simples são encontrados nas células vivas, 
incluindo-se neles os açúcares ami nados e seus de- 
rivados aceti lados e os ácidos aldònicos c urònicos. 
Os grupos hidroxila das unidades de monossatarí- 
deos podem também formar ésteres de fosfato e 
sulfato. Os dissacarídeos consistem de dois monos - 
sacarídeos unidos por ligação glicosídica. 

Os polissacarídeos fglicanos} contêm muitas 
unidades de monossacarídeos unidas por ligação 
glicosídica. Alguns funcionam como formas de ar- 
mazenamento de carboidratos (amido e glicogênio), 
com alta massa molecular, polímeros ramificados 
de glicose com ligaçúes (a 1^4) na cadeia principal 
e (al->6) nos pontos de ramificação. Outros polis- 







sacarídeos diritiupenham um papel estrutural nas 
paredes celulares e nos exoesqueletos. A celulose ( em 
plantas) tem as unidades de l>-glicose unidas por 
ligação fp]-»4)i a quitina (em exoesqueletos de in- 
setos) é um poUssacarídeo linear de unidades de N- 
acetilglucosamina unidas por ligação (pl-*4). As 
paredes celulares bacteríanas contém peptideogli- 
canos, polissacarideos lineares compostos de uni- 
dades alternadas de N-acetilglucosamina e ácido N- 
acetilmuràmico, interligados por cadeias peptidicas 
curtas. A matriz extracdular que envolve as células 
nos tecidos animais contém uma variedade de gli- 
cosaminoglicanos, polímeros Lineares que alternam 
unidades de açúcares aminados e ácido urônico* 
Entre estes está incluído o h ialuronato, um políme- 
ro de alta massa molecular* composto por unidades 
alternadas de ácido D-glucurünico e N-acetil-D-glu- 
cosamina, e uma variedade de heteropolissacarídeos 
menores, sulfatados e muito ácidos, tais como he- 
parana sulfato, condroitina sulfata queratana sul- 
fato e dermatana sulfato. 

Muitos dos oligossacarídeos na cálula são glico- 
conjugados — moléculas híbridas nas quais a por- 
ção carboidrato é covalentemente ligada a proteína 
ou a lipídio. Os proteoglicanos, proteínas {tais como 
as proteínas centrais sindecana e agrecana) com uma 
ou mais cadeias de glicosaminoglicano ligadas co- 
valentemente, são geral mente encontrados na su- 
perfície externa das células ou na matriz extracelu- 
lar. Na maioria dos tecidos* a matriz extracdular 
contém uma variedade de proteoglicanos e proteí- 
nas multiadesivas tais como fibronectina> bem como 
proteínas agregadas enormes consistindo de mui- 
tos proteoglicanos ligados nio-covalentemente a 
uma única c grande molécula de h ialuronato, 


As glicoproteínas possuem oligossacarídeos co- 
valentemente ligados que sào menores, porém de 
estruturas mais complexas, além disso* mais ricos em 
informação do que os glicosaminoglicanos. Muitas 
proteínas da superfície da célula ou extracelulares 
sào glicoproteínas, como a maioria das proteínas se- 
eretadas. A porção carboidrato serve como marca- 
dores (rótulos) biológicos, que são lidos pelas lecti- 
nas, proteínas que ligam cadeias de oligossacarídtos 
com alta afinidade e seletividade. Às interações en- 
tre lectinas e oligossacarídeos específicos são fun- 
damentais para adesão e reconhecimento célula cé- 
lula. Em vertebrados* os oligossacarídeos sinaliza- 
dores determinam a taxa de degradação de certos 
hormônios peptideos, proteínas circulantes e célu- 
las sajigüíneas. As sdectínas são lectinas da mem- 
brana plasmática que ligam cadeias de carboidratos 
na matriz extracelular ou na superfície de outras 
células, assim mediando o fluxo de informações 
entre a célula e a matriz* ou entre células. A adesão 
de patógenos virais e bacterianos (incluindo Hdi- 
cobocter, o cólera* toxinas pertussis e vírus da inúu- 
enza) em suas células-alvo animal ocorre por meio 
da ligação de lectinas dos patógenos a oligossacarí- 
deos da superfície das células- alvo, 

A estrutura dos oligossacarídeos e polissatarideos 
é investigada por uma combinação de métodos; hi- 
drólise enzimática específica para a determinação 
de sua estereoquímica e produção de fragmentos 
mais simples para análise posterior; análise ppr 
metilação para localizar as ligações glicosídicas; es- 
pectrometria de massa, degradação seqüenciada e 
espectroscopia de RMN para determinar as seqüén- 
cias; e RMN de alta resolução para estabelecer con- 
figurações nos carbonos anuméricos. 
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I Problemas 


1. De terminação da fórmula empírica. Uma subs- 
tância desconhecida contendo apenas C, K e O foi 
isolada do fígado do ganso. Uma amostra de 0 h 423g 
produziu 0,620gde CO } e 0,254g de HjO depois de 
combustão completa na presença de oxigênio em 
excesso. A fórmula empírica dçssa substância á con- 
sistente com o fato de ela ter um carboidrato? Ex- 
plique. 

2. Álcoois-açúcares. Nos monossacarideos deriva- 
dos conhecidos como álcoois- açúcares, o oxigénio 


da carhonila é reduzido a hidrnxila. Por exempb, o 
o-glkerddeido pode ser reduzido a glkeroL Entre- 
tanto. esse álcool- açúcar nílo é designado pela no- 
menclatura 1> ou l. Por quê? 

3. Ponto de fusào de osaznnas derivadas de monos- 
sacarídeos. Muitos carboidratos reagem com feni- 
lidrazina (C*HsNHNH;) para formar derivados 
cristalinos amardo-brilhantes conhecidos como 
ü Sazonas: 



I 

CH*OH 


Glicose 


H— C=NNHCaH, 
r=NNHC*Hs 

OK— C-H 
H— C— OH 
H— C— OH 
CHíOH 

OUIOIU díTIVjdj 
dl glicose 


A temperatura de fusão dosn derivados é fácil mente 
determinada e é característica para cada osazana 
Essa informação foi usada para ajudar a identificar 
monossacarldros antes do desenvolvimento do 
HfTC ou cromatografia gás -liquida. No quadro a 
seguir estão listados os pomos de fuUo { PF) <k al- 
guns derivados aldose-osarona, 


Monos» carid» 

WÓQ 

manosuuirí^to 
anidro ("O 

PF da 
osazona 
derivada ("C) 

Glicose 

146 

206 

Manose 

132 

205 

Galactose 

161-168 

201 

Talose 

128-130 

201 


Como a tabela mostra, certos pares de derivados têm 
o mesmo ponto de fusão* embora os monossacarí- 
deos de origem não o tenham. Por que a glicose e a 
manose e a galaclose e 4 talose formam derivados 
o sazonas com a mesmo ponto de fusão? 

4. Interconversáo das formas de u-galactose. Uma 
solução de um estereoisòmero de um dada menas- 
sacarídeo fará girar a luz plano- polarizada para a 
esquerda (sentido anti-horário), i chamada de isõ- 
mero kvortctátório e designada peto sinal (-); ou- 
íto esTereoBÔmeTO fará a luz pUno- polarizada girar 
0 mesmo num et n de graus, porfrrrs para a direita 
(sentido horirro). este ê chamado de número dex- 


tra uma rotação óptica de apenas +52..B". Quando essa 
solução é deixada cm repouso por várias horas, a ro- 
tação aumenta até o valor de equilíbrio igual a +«0,2°, 
valor idêntico ao atingido pela a -n- galactose. 

ía) Desenhe as fórmulas em perspectiva de Ha- 
worth para as formas a e fl da n-galaciose. Qual ca 
radrrbtHTj distingue as duu formas? 

(b) Ptor que a rotação de uma solução recém- pre- 
parada da forma o decresce gradual mente com o 
tempo? Explique. f\w que soluções (de concentra- 
ções iguais) das formas o e fi atingem o mesmo va- 
lor de rotação óptica no equilíbrio? 

ic) Calcule a composição percentual das duas fa- 
mas de ti galactose no equilibritJ. 

5. 0 sabor do rod. A fhiirae iw mel «tá, prmdpaí- 
mente, na forma de fl-ó-piranose, Esta e uma das 
substâncias maiis doces conhecidas, cerca de duas 
vezes mais doce que a glicose. A forma de J3-t>fuia- 
nose da frutinc ê mem» dnce, A doçura do mel gra- 
dual mente diminui em alias lemperaiurai. Também 
xarope de milho com alta concenl ração de frutose 
(irm produlo comercia) no qual a maioria das gli 
coses são convertidas cm frutose) é usado como 
adoçante em bebidas griladuí, mas não nas quentes. 
Qual a propriedade química da ffutose que pode 

j UStí| |g “Lflí esads xj uai’ mpsí i vVçdtai 

6. A gUcose oxido.se na determinação da gUcose san- 
güinea. A enzima glicose oxidase isolada do fungo 
PeriiciUium notnturn catalisa a oxidação de fl-n -gli- 
cose para Liglicono-5-lactona, Essa enzima é alta- 
mente especifica paru ü anômerü p da glicose e nãa 
afetará o anómero ot. A despeito dessa especificida- 
de. a reação catalisada pela glicose oxidase è comu- 
mente empregada em ensaios clínicos para a deter- 
minação da glicose total no sangue, isto é, soluções 
consistindo de uma misiura de fi e a-D-gJicose. Por 
que isso é possévçl? Alérti de permitir s. detecção de 
quantidades muito pequenas de glicose, qual van- 
tagem a glicose nx:dase oferece sobre = reação de 
Fehling para a determinação da glicose sanguínea? 


rroirotatório e designado pdo sinal í+>. Uma mis- 
tura eqnimcdeculaj das formas ( + ) e (—) não fará 3 
luz plxtto-polamada girar. 

A atividade óptica de um estçreoúômero é ex- 
pressa quantitair vam ente por sua raiarão óptka, o 
número de graus que a luz plano- polarizada é gi- 
rada quando passa através do passo óptico de um 
dado comprimento de uma solução do composto 
em uma dada concentração- A frtapâo especifica 
lahf^ de um composto opticamente ativo é defi- 
nida coroo: 

_ rotação Optki obicrvada Ò 

compriinrnro do puro óptico (dm) « 
concenrriçAú (g/mU 

A temperatura da solução c o comprimento de onda 
da luz empregada [geralnnenle a linha l> do espectro 
de emissão do sódio, 589nm) precisam ser especifi- 
cados na definição. 

Uma solução recém- preparada de a-ü-galactose 
(lg/mL em uma cubeta de lOcm de passo óptico) 
mostra rotação óptica igual a + 1 50, 7". Quando dei- 
xada em repouso por um longo período de tempo, 
a rotação decresce gradualmcnfe até atingir um va- 
lor de equilíbrio igual a +60.2". Em contraste, uma 
solução recém -preparada ( Lg/mL) da forma P mos- 


7* A enzima inverusc *invene" a sacarose A hidróli- 
se da sacarose (rotação especifica +ó6p°) libera uma 
solução equimckcukr de o-gLicose (rotação especi- 
fica +52*5*3 c D-frotte (rotação «peaíka -92*). 

(ij Sugira uma maneira para determinar a velo- 
cidade de hidrólise da sacarose por meia de uma 
preparação enzúnitíca ext ratdá do rótstirnertto in- 
terna do intestino delgado de mamiferos, 

(b) Explique por qac uma mistura equirotTleca- 
lar de i?-glicose e n-íttilose formada pela hidrólise 
da sacarose é chamada de açúcar invertido pdht 
pessoas que trabalham na indústria de alimentos. 

íc) A enzima ín veria» (atualmente seu nome pre- 
ferido é sacara») # deixada agir sobre uma solução 
de sacarose até qur a rotação óptica da solução atinja 
o valor zero. Que fiação da sacarose foi hidrolisada? 
ÊL Manufatura dè chocolates recheados com líqui- 
dos. A manufatura de chocolates contendo Líquidos 
em seu interior é uma aplicação interessante da en- 
genharia enzimátkdi Q líquido aromatizado conti- 
do no interior deles consiste quase exdusivamente 
de uma solução aquosa de açúcares rica em frutose 
para ser doce. O dilema técnico é o seguinte: a co- 
bertura de chocolate precisa ser preparada despe- 
jando -se o chocolate fundido ainda quente sobre a 
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porção central sólida (ou quase sólida), embora o 
produto final deva ter a porção central líquida e rica 
em frutose. Sugira uma maneira para resolver esse 
problema. (Indicação: a sacarose é muito menos 
solúvel que uma mistura de glicose e frutose.} 

9. ÀnÔmeros da sacarose? Embora a lactose exista 
em duas formas anoméricas, nenhuma forma ano- 
méríca da .sacarose foi ainda descrita. Por quê? 

10. Propriedades físicas da celulose e do glicogênio. 
A maior parte da celulose pura obtida das fibras da 
semente de plantas do gênero Gossypium (algodão) 
& resistente, fibrosa e completamente insolúvel na 
água, Diferentemente, o glicogênio obtido do figa- 
do ou dos músculos de animais dissülve-se rapida- 
mente em água quente formando uma solução opa- 
lescente, Embora ambos tenham propriedades físi- 
cas marcadamente diferentes, as duas Substâncias são 
compostas por moléculas de n-glicose polimeriza- 
das por meio de ligações ( l-*4) e têm pesos mole- 
culares comparáveis. Quais características estrutu- 
rais provocam essas propriedades físicas tão diferen- 
tes dos dois polissacarídeos? Explique as vantagens 
biológicas de suas respectivas propriedades físicas. 

11. Vdoddade de crescimento do bambu. O caule 
do bambu pode crescer á velocidade fantástica de 
até Q,3m/dia sob condições adequadas. Dado que 
esse caule é composto quase exclusivamente por fi- 
bras de celulose orientadas na direção do crescimen- 
to, calcule o número de unidades de açúcar que pre- 
cisam ser adicionadas, por segundo, pelas enzimas 
que promovem o crescimento das cadeias de celulo- 
se, para proporcionar o referido crescimento do bam- 
bu, Cada unidade de D -glicose na molécula de celu- 
lose tem um comprimento aproximado de ü,45mn. 
12, 0 glicogênio como reservatório de energia: por 
quanto tempo uma ave pode voar? Desde tempos 
muito antigos sabe-se que certas aves de predileção 
dos caçadores (aves de caçai como o galo silvestre, a 
perdiz e os faisões fatigam -se facilmente. O historia- 
dor grego Xenofemte (434-355 a.C,) escreveu: H5 Üs 
betardos . . . podem ser apanhados por alguém que 
seja rápido em persegui-los, pois eles, como as per- 
dizes, voam apenas por pequenas distâncias e logo 
ficam cansados, e sua carne é deliciosa''. Os múscu- 
los das asas dessas aves de caça dependem quase im 
teiramenle da quebra metabólica da glicose- 1- fos- 
fato para obter a energia que necessitam na forma 
de ATP (veja Capítulo 15), Nessas aves, a glicose- 1 - 
fosfato é formada pela quebra do glicogênio arma- 
zenado por meio da ação da enzima fosforilase do 
glicogênio. A velocidade de produção do ATP ê li- 
mitada pela velocidade com que o glicogênio pode 
ser quebrado. Durante um “vóo em pânico” a velo- 
cidade de quebra do glicogênio na ave é muito alta, 
aproximadamente ]2í)pmol/min de glicose- 1- fos- 
fato são produzidos por grama de tecido mu.se u lar 
úmido. Dado que os músculos das asas contêm perto 
de 0,35% de glicogênio em massa, calcule por quan- 
to tempo uma dessas aves pode voar, 

13. Volume da condroitina sulfatn em solução. Uma 
das funções críticas da condroitina sulfato ê agir 
como lubrificante nas articulações esqueléticas pela 
criação de um meio gelei ficado que é resil iente à fric- 
ção e ao choqge. Essa função parece estar relaciona- 
da a uma propriedade característica da condroitina 


sulfato: o volume ocupado pela molécula é muito 
maior quando em solução que quando desidratado. 
Por que o volume ocupado pela molécula da con- 
droitina sulfato é tão maior quando em solução? 

14. Interações da heparina. A heparina, um glicosa- 
minoglicano com alta carga negativa, é usada clini- 
camente como anticoagulante. Ela age ligando-se a 
várias proteínas plasmãticas, incluindo a antitrom- 
bina III, um inibidor da coagulação sangüinea. A 
heparina liga-se a antitmmbina III em uma relação 
1:1, esse fato parece causar as mudanças conforma- 
cionais na proteína que aumentam muito sua capa- 
cidade de inibir a coagulação. Quais resíduos de 
aminoácidos da antitrombina 111 estão envolvidos 
na interação com a heparina? 

15. Conteúdo de informação em oligossacarídeos, 
A porção carboidrato de algumas glicnproteínas 
pode servir como um sítio de reconhecimento ce- 
lular. No sentido de perfazer essa função, a porção 
oligossacarídica das glicoproteínas precisa ter a po- 
tencialidade de ocorrer em uma grande variedade 
de formas, O que pode produzir uma vasta série de 
estruturas: oHgopeptldeos compostos de cinco re- 
síduos de aminoácidos diferentes, ou oligossacarí- 
deos compostos de cinco diferentes unidades mo- 
nossaearídicos? Explique. 

16. Determinação do índice de ramificação daami- 
lopectina. A extensão da ramificação — número de 
ligações glicosídicas (a 1-^6) — na amilopectina 
pode ser determinada pelo procedimento descrito 
a seguir. Uma amostra pesada de amilopectina é tra- 
tada exaustivamente com um agente metilante (io- 
deto de rnetila) que substitui todos os hidrogénios 
das hidroxilas do açúcar por grupos rnetila, conver- 
tendo — OH em — OCH>. Todas as ligações glicosí- 
dicas na amostra tratada são* subseqüentemente, 
hidrolisadas com ácido diluído e a quantidade de 
2,3-di-O-metilglicose nessa amostra é determinada. 

CH]OH 

vA °\h 

iV OCH H y\ 

OH 

H OCHj, 

2 , 3 - Üi -O- met üglkose 

(a) Explique as bases desse método para a deter- 
minação do número de ramificação (a l->ó} na ami- 
lopectina. O que acontece, durante o procedimento 
descrito, com as unidades de glicose da amilopecti- 
na que não estão em pontos de ramificação? 

(b) Uma amostra de 258 mg de amilopectina tra- 
tada como descrito anteriormente produziu 12,4mg 
de 2,3-di-O-metilglicose. Determine a porcentagem 
de unidades de glicose da amilopectina que contém 
ligações do tipo (al— *ó). 

17. Determinação da estrutura de um polissacarideo. 
Um polissacarideo de estrutura desconhecida foi iso- 
lado, submetido ã metilaçáo exaustiva e hidrotisado. 
A análise dos produtos revelou três açúcares mrtila- 
dos: 2,3,4- tri-Ü-metil-n-glicose, 2,4-di-O-metíl-tJ- 
glicose, 23,4,6-tetra-Q-metil-o-glícose, na proporção 
de 20:1:1, Qual é a estrutura do polissacarídeo? 
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CAPITULO 10 


Nucleotídeos e Ácidos Nucléicos 


Gs nucleotídeos possuem uma variedade de papéis no met abo- 
lis ruo celular. Eles são a moeda energética nas transações meta- 
bólicas; os elas químicos essenciais na resposta das células aos 
hormônios t outros estímulos extrocefulares; t os componen- 
tes estruturais dc uma coleção de co- fatores enzimálko* c m 
termediários metabólicos. E por último, mas certamenle não 
menos importante, eles são os constituintes dos ácidos nucléi- 
cos: ácido dcsoxtrribnnudéko (DMA) e ácido ríbonudéico 
ÍRNAJ. as moléculas repositórias da informação genética. A es- 
trutura de cada proteína r, em última análise, cada biomolécula 
e componente celular íura produto da informação programa- 
da na seqüénda nuclcülídica dos ácidos nucléicos da célula, A 
habilidade de armazenar e transmitir a informação genética de 
uma geração para a próxima é uma condição fundamental para 
a vida, 

Este capitulo fornece uma visão geral da natureza química 
dos nucleotídeos e ácidos nucléicos encontrados na maioria das 
células; um exame mais detalhado da função dos ácidos nucléi- 
cos é o foco da Parte IV deste livro. 


Alguns Aspectos Básicos 

A sequência dc aminoáeidos <te cada proteína em uma cê luta e a 
sequência de nucleotídeos de cada molécula de RN A são especi- 
ficadas pela seqúéncia dó DXA da célula. L'm segmento de DMA 
que contém á informação necessária para a síntese de um pro- 
duto biológico funciona], seja proteína ou RN A, é referido como 
um gene. Uma célula típica possui muitos milham de genes, e 
as moléculas de DNA, nada surpreendentemente, tendem a ser 
muito longas. O armazenamento e a transmissão da informa- 
ção biológica sàü as únicas funções conhecidas do DNA. 

Os RNAs possuem uma grande gama de funções, e várias 
classes sio encontradas nas células. Os RN As ribostó micos 
írRNAI são componentes estruturais dos ribossornos. os com- 
plexos que realizam a siotesí de proteínas- Os RN As mensagei- 
ros i mRNA) são intermediários que transportam j informação 
genética de um ou de poucos genes até o ríbossnroo. no qual as 
proteínas correspondentes podem ser sintetizadas. Os RN As de 
transferência ttRNA) são moléculas adaptadoras que traduzem 
fielmente a informação presente no mRNA em uma scqüência 
específica de amínoá eidos. Além dessas classes principais, há uma 
grande variedade dc llNAs com funções especiais, descrita deta- 
lhadamente na Parte IV deste livro. 

Os nucleotídeos e os ácidos nudékos 
possuem bases e pen toses características 

Os nucleotídeos possuem três componentes característicos; ü) 
uma base nitmgeiud.il f contendo nitrogénio), (2! uma pentost 
e (3) um fosfato ( Fig, 10- 1), A molécula sem □ grupo fosfato é 
chamada de nucleosídeo. As bases nitrogenadas são derivadas 


Fnsfatu 


d) 



BLaie 

pUrtlUU CHi 

pihmtilllkJ 


(Vniose 



Figura 10-1 - Estrutura dos nuclactideos <a'i Estrutura geral mostran- 
do â convenção da numeração para O anel dá pen-tose Este è um nbúnu- 
cieotldeo. Nos. desoJtirrtoonucleotWeoS 0 grupo —OH r>o carborH>2 r (em 
vermelho) ê substituído por um — H <b) Os compostos parentais das 
bases purmicas e pirirmdimcas cios nudeaiideos e aedos nudéiCGS mos- 
trando as convenções da numeração 


de dois compostos parentais, pinrrmimj e purina. As bases e as 
pen toses dós nudeotidrm usuais são compostos hetenocídkt». 
Os átomos de carbono e nitrogénio nas eSlniluras parentais são 
numerados convencionalmen te, para facilitar a nomeação e a 
identificação dos muitos compostos derivados, A convenção para 
o and da pento&e segue as regras descritas no Capitulo 9. entre- 
tanto, nas pen toses dos nucleotídeos* ós números dos átomos 
de carbono recebem um apóstrofo O para distingui- los do nú- 
mero dos átomos das bases nitrogenadas. 

A base de um oudeotideo une-se co valentemente (pelo N-l 
das pirimidinas e pdo N-9 das purinas), por meio de uma liga- 
ção \-p-glicosidica, ao carbono - \ r da penlose, e o fosfato está 
esterificado ao carbono- 5* . A ligação N-p-glicosidica é formada 
pela remoção dos dementos da água [um grupo hldroxila da 
pentose e o hidrogénio da base), como na formação da ligação 
O-glicosídica fvçja Pig, 9-25), 

Tanto o DNÀ quanto o RNA coniêm duas bases purmicas 
principais* adenina ( A) e guanina (G), e duas pirimidínicas prin- 
cipais. Em ambos, DNA c RNA, uma das pirimidinas é a citosi- 
na (C), mas a segunda pirimidiiui principal é a ti mina (T) no 
DNA tMu radia (U) no RNA. Apenas raramente a timina ocone 
no RNA ou a uracita no DNA. As estruturas das cinco princi- 
pais bases são mostradas na Figura 10-2 e a nomenclatura dos 
nucleotídeos e nudeosfdços correspondentes está resumida na 
Tabela 10-1. 
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Adenina Guanina 

Purinas 



Citas ina 



Timina 

(DNA) 

Piriniidínas 


“í £ 

or 


Uracila 

(RNA) 


Figura 10-2 - As principais bases pu ri nicas e pirimidinícas dos áci- 
dos nuctélcos, Alguns dos nomes comuns destas bases refletem as cir- 
cunstâncias da sua descoberta. A guanina, por exemplo, foi isolada pri- 


meiramente do guano (esterco de pássaro), e a timina foi isolada primei- 
ramente do tecido do timo. 

Tabela 10-1 - Nomenclatura dos nudeotídeos e ácidos nucléicos 

Base 

Nucleosideo* 

Nudeotideo* 

Ácido nudéico 

Purinas 




Adenina 

Adenosina 

Adenilato 

RNA 


Desoxiadenosina 

□esoxiadenilato 

DNA 

Guanina 

Guanosina 

Guanilato 

RNA 


Desoxiguanosina 

Desoxiguamlato 

DNA 

Pirimidinas 




Crtosina 

Citidina 

Citi dilato 

RNA 


Desoxidtidioa 

Desoxiciti dilato 

DNA 

Timina 

Timidina ou 

Timidilato ou 

DNA 


desoxitimidina 

desQxitimidilato 


Uracila 

Undina 

Uri dilato 

RNA 


"MjdeosJtíeos e nucfàotídeos sáo -nomes genéricos que induem tanto os prefi- 
xos Tibo-" quanto os ^desoxirritjo-" Observe que. aqui, os ribonucleosldeos e 
os ribonucleotídeos sán simplesmente designados como nudeosídeos e nuclea- 
tideosípor exemplo, riboadeno&ina como adenosma) e osdesoxirribonucteosí- 
deose descxirribonucleotldeos como desoxinuckeasídeos e desoxinucieotídeos 
(por exemplo, desovirriboadenosma como desoxiadenosina). Ambas as formas 
de nomear são aceitáveis, mas os nomes mais curtos são mais cornumente usa- 
dos. Timina é uma exceção; o nome de nbütimidina é usado para descrever sua 
ocorrência n5o usual no RNA. 


Os ácidos midákos possuem duas espécies de pentoses. As 
unidades recorrentes desoxirribonudeotídicas do DNA possuem 
a 2'-desoxi-P-ribose e as unidades ribonudeotídicas do RNA 
contêm D-ribose. Nos nudeotídeos ambos os tipos de pentoses 
estão na sua forma (3-furanosidica (anel fechado com cinco áto- 
mos). Como mostra a Figura 10-3 S o anel da pentose nâo é pla- 
nar mas ocorre em uma de uma variedade de conformações ge- 
ralmente descritas como “pregueadas” 

A Figura 10-4 mostra as estruturas e os nomes dos quatro 
principais desoxirribonudeotídeos (desoxirribonudeosídeos 5 r - 
monofbsfato), as unidades estruturais dos DNÀs e os quatro 
principais ribonudeotídeos (ríbonudeosídeos 5'-monofosfato), 
as unidades estruturais dos RNAs. Seqüèncias específicas longas 
dos nudeotídeos AJ,GeCno DNA são o repositário da infor- 
mação genética, 

Embora os nudeotídeos contendo as principais purinas e 
pirimidinas sejam os mais comuns, tanto o DNA quanto o RNA 
possuem também algumas bases minoritárias (Fig, 10-5}. No 
DNA a m ais comum destas são formas metiladas das bases prin- 
cipais, mas em alguns DNAs virais certas bases podem ser hí- 
draxi metiladas ou glico&iladas. Bases alteradas ou não usuais nas 
moléculas de DNA frequentemente possuem papéis na regula- 
ção ou proteção da informação genética. Bases minoritárias de 
muitos tipos são também encontradas nos RNAs, especial men- 
te no tRNA (veja Fig, 26-26], 

A nomendatura para as bases minoritárias pode ser confu- 
sa. Como as bases principais, muitas possuem nomes comuns 
— como a hípoxantina, por exemplo, mostrada como seu nu- 
deosídeo inosina na Figura 10-5, Quando um átomo no anel 
purínico ou pirimidínico é substituído, a convenção usual (usa- 
da aqui) é simplesmente indicar a posição da substituição no 
anel pelo seu número — por exemplo, 5-metikitosina, 7 -meti I- 
guanina e 5-hidroximetildtosina (mostradas como nucleosíde- 
os na Fig. 10-5). O elemento ao qual o substituinte é ligado (N, 
C etc.) não é identificado, A convenção muda quando o átomo 
substituído é exocídico (não dentro da estrutura do anel), nesse 
caso o tipo de átomo é identificado e a posição do anel ao qual ele 
está ligado é anotada com o número sobrescrito. O grupo amíno 
ligado ao C-6 na adenina torna-se N*; semelhantemente, o oxigê- 
nio da carbonila e o grupo amino em C-6 e C-2 da guanina tor- 
nam-se Cf' e Y 2 , respectivamente. Exemplos dessa nomenclatu- 
ra são a V-metiladenosina e a jYMnetilguanosina (Fig. 10-5), 



Figura 1{J*3 - Conformações da ribose (a) Em solução, as formas em cadeia aberta (aldeídica) e em anel (p-furanosídka} da ribose livre estão em 
equilíbrio. O RNA contém apenas a forma em anel. p-D-nbofuranose. A desoxirribose sofre uma interconversão semelhante em solução, mas no DNA 
existe apenas como h- 2 H -de 50 XÍ-C-ribofurano$e (b) Os anéis nbofuranose nos nudwtldeos podem existir em quatro conformações pregueadas dife- 
rentes. Em todos os casos, quatro dos cinco átomos estão em um plano único. O quinto átomo (C-2' ou C-3-) está ou no mesmo lado fendo) ou no lado 
oposto (exo) ao plano relativo ao átomo C-5'. 
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Nucleotideo: 

DesoKiadenüatü 

Desoxiguanilato 

Desoxitimidilato 


(desoxiadenosina 

(desojílguanodua 

(desoxitimidina 


j'-monofosfato) 

5'-morLci fosfato) 

5 r -monofb&fato) 


Desoxidtidilato 

(desoaddtidina 

S^morofosfato) 


Símbolos: 


A, d A, ílÀMP 


G, dG, dGMP 


T, dT, dTMP 


C, dC h dCMP 


Nudeosideiij: 


] )e.M>xí«demtsina 


r\ L .sí>xiguanosina 


Desüxliimidma 


ncMníi-citidmi 


(a) Desoxirribojiudeotlditf-i 



Nudeotideo: Adenílato (ademisirti 
1 5'-monofn$fnto) 

Símbolos: A, AMP 

N iicko.sfdcDi A dcrt os i n a 



G ualti Iflto (guan usina 
.V-munofosfato} 
G, GMP 

C r 1 1 LUl.. HS Í n LI 



Uridilato (uridina 
5'-nit>noft>sfalo} 

U, UMP 
IJridina 



Citidilato (citídina 
5 r -monofusfaro} 
G h CMP 
Olidin* 


(b) RibunudcErfídcos 


Figura 10-4 - Desoxirríbonucleotideos e ribonudeotídeos dos ácidos nudékos Todos os nucleotideos sao mostrados na sua forma livre em 
pH 7 r Ü. As unidades nudeolídicas do DNA (a} são usualmente simbolizadas como A p G, T é C e algumas vezes como dA r dG, dT e dC, e as do RNAíb). 
como A, G, UeC. Na sua forma livre, estes desoMirribonudeotídeos são co mumente abreviados como dAMP, dGMR, dTMP e dCMP; os ribonudeo- 
tloeos como AMR GMR UMP e CMR Rara cada nucleotideo, o nome mais comum é seguido pelo nome completo entre parênteses. Todas as abrevia* 
ções assumem que o grupo fosfato está na posição 5'. A porção nucleosldica de cada molécula está sombreada em vermelho. Nesta e nas ilustrações 
segumtes, os carbonos do anel não são mostrados. 



fkibose ] 
5-Mctilcitidma 



N^-.Metiladenoaiiia 



jV 3 -Metilguanosi na 5 *H id roximetikit idina 
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pRibosc] 

Inosiiia 


JL 


| ltibose | 


Pscudu- uridina 


HW 

A 

Jrl.JSl N 




5 


■N 

X , 

| Ribose | 


7-Meiilguamjsina 



[fdbose | 
4-TLourtdina 


ta) (b) 

Figura 10-5 - Algumas bases puri nicas e pírimidínk» minoritárias, mostradas como nudécsideos ;a; Bases minoritárias do DNA. A 
5-metilcitidma ocorre no DNA de animais e plantas superiores, a A^-metiladenosina no DNA bacteriano e a 5-hidroximetilcitidina no DNA de 
bactérias infectadas com certos bacteriàfagos, (b) Algumas bases minoritárias dos tftNAs. A fnosina contém a base hipoxantina. Observe que a 
pseudo-uridina, como a uridina, contém uracila; elas se distinguem no ponto de ligação à ribose — na uridina, a uracila é ligada por meio do N-1, 
o ponto normal da ligação para as pirímidinas, na pseudo-uridina, é por meio do C-5. 
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AikiHiutKU V-monoíosfilo 



AcÍctkiwim 3' míínofoifelo 


AdkflúáàfU TJ^manaíasfem 


Rgun 10-4 - Atgurtt monofovfatos dã adenos na Ai adenosn» J-monofosíato, l^^monofosfata e 2\3 -TOncfosfatoackc mo formadas pela 
NdnMse enáffiitvA * do ANA- 



[ Adenina 



As cétuk* contém nudeoodeos com grupos fosfato cm posi- 
ções outras que a do carbono-5' (Fig. 10-4). RJbonudeotideoa 
rj'-monofo»{ato cíclicos são intermediário* isoláveis c os ríbo- 
nuckosklcQs y-monofotífala são produtos finais da hidrõli&e do 
RNA por cenas hhonudeases. Outras variações são a adrnnsiru 
y &- monolbsíãlo ddko (cAMP) e a guanosína 3',5’-moí»fos- 
fato ddko (íGMP}, consideradas no fina] deste capitulo. 

As ligações fosTodí és teres unem os nudeotídeos 
sucessivos aos ácidos nudéicos 

Os nudeotJdeos sucessivos, tanto no DNA quanto no RNA, são 
ligados cova leitt emente por meio de “pontes” de grupos fosfato, 
em que o grupo 5' hidroxila de uma unidade nudcortdícrt une- 
se ao grupo 3 r -hIdroxilÈ do núcleo ti deo seguinte por uma lígn- 
çlo fiisfodiéüter (Hg. 10-7). Dessa forma, os esqueletos covt- 
lentes dds ácidos nucléicos consistem de resíduos fosfitto c pen- 
to« alternanles e as bases nit roge nadas podem ser consideradas 
como grupos laterab unidos ao esqueleto a intervalos regulares. 
Os esqueletos, tanto do DMA quanto do RNA, são htdrofÜicos, 
Os grupos hidrosiU dos resíduos de açúcar formam pontes de 
hidrogénio com a água. Os grupos fosfato, com um p K 9 próxi- 
mo de 0. estão completamenie ionizados e carregados negai iva- 
menle em pH 7,0. e as cargas negativas estão geraJmmlc neutra- 
Ilíadas por mlcraçõc* iõnica* com cargas positivas nas pfolci- 
nas, wms metálicos e poliaminas. 

Todas as ligações fnsfodié&teTes possuem a mesma orienta- 
ção ao longo da cadeia (Fig. 10-7), conferindo a cada fita linear 
do ácido nuckko uma polaridade específica e distinta nas ex- 
trem idades 5' c 3' Por definição, a extremidade 5' não possui 
um nudeotkfeo na posição 5’, e a extremidade 3 f não □ possui 
na posição X É Hg. 10-7). Outros grupos tna maioria das vezes 
um ou mais fosfato*) podem estar presentes em uma ou em 
amba* as extremidades. 

O esqueleto co valente do PXA e RNÁ está sujeito a hidróli- 
x lenia, náo-enzimilka. da ligação fosfodiesier. No tubo de en- 
saio, 0 RNA é hidrolixado rapidamente quando em condições 
alcalina*, mas o DNA nãoios grupos 2 , -hidroxila no RNA (au- 
sentes no DNA) estão diretamente envolvidos no processo. Os 
S^-monnfosfatos cíclicos são os primeiros produtos da ação 
alcalino no RNA e são hidrolisados rapidamente, produzindo, 
em seguida, uma mistura de nudeosídeos 2 r e 3 H -monofosfatos 
(Fig. 10-8). 

As seqtiências nudeotídicas dos ácidos nucldicos podem ser 
representada* esquematicamente, como ilustrado a seguir, por 
urn segmento de DNA contendo cinco unidades nüdcotEdicas, 
Os grupos fosfato estio simbolizados por ® e cada dcKHEÍm* 
bose por urtu linha vertical, do C- l J , no topo, até o C-5* na basç 
[mas tenha em mente que o açúcar está sempre na forma de and 
fechado fl-turanosidica no* ácidos nudéicos). Aí linhas que U- 


DNA 
Extremidade 5' 


RNA 

Extremidade ?' 



Ligação 

fosfbdiéster 


Extremidade 3' 


Extremidade 3' 


figura 10-7 - Ligações fosfodiéstercs no esqueleto covalente do DNA 

e RNA As ligações fosfodiéslenes (uma das quais está sombreada em cinza 
no DMA} unem unidade* nudeatrdiças sucessivas. □ esqueleto de grupos 
fosfato e pentose altemantes em ambos os tipo* de áodos nudécos i 
altamente polar A extremidade 5' da macromolécula não possui um nu- 
deotídeo na posição 5', e a extremidade 3' não o possui na posição 3' 
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RN A 

encurtado 



Mistura de 
derivados T e 
3 r -monofosfotos 


Figura 10-3 - Hidrólise do RN A em condições alcalinas. A ^-hidroxila atua como um nudeófilo em um desloca- 
mento ifitramdwular. o derivado cíclico 2',3'-monofosfato é hidrolisado até uma mistura de T e 3'-monQfosfatos. O 
DNA, que nâo possui as 2 ,, -hidroyllas J permanece estável em condições semelhantes. 


gam os nucleotídeos (através de (J) ) ião desenhadas diagonal - 
mente a partir do meio (C-3 r ) da desoxirribose de um nudeotí- 
deo até a base (C-5'J do seguinte. Por convenção, a estrutura de 
uma fita simples do árido nudéico é sempre escrita com a extremi- 
dade 5' na esquerda e a extremidade 3' na direita, isto é, na direção 
5 r — ^3 r . Algumas representações mais simples desse pentadesoxir- 
ribonudeotídeo são pA-OG-T-AoH> pApCpGpTpA e pÀCGTÀ. 


Extremidade 5' 



Extremidade 3 r 


Um ácido nudéico pequeno é referido como um oligonu- 
deotídeo. A definição de “pequeno” ê algo arbitrária, entretanto 
polímeros contendo 50 nudeotídeos ou menos são geralmente 
chamados de oligonudeotCdeos. Um áddo nudéico mais longo 
é chamado de polinudeotídeo. 


mos no and confere à maioria das ligações um caráter pardal de 
dupla ligação. Um resultado óque as pírimidinas são moléculas 
planas e as purinas quase planas, com uma leve ruga. As bases 
purínicas e pirimidí nicas livres podem existir em duas ou mais 
formas tautoméricas dependendo do pH. A uracila, por exem- 
plo, ocorre nas formas lactãmica, lactímica e lactãmica dupla 
(Fig, 10-9). As estruturas mostradas na Figura 10-2 sáo ostau- 
tômeros predominantes em pH 7,0. Como resultado da resso- 
nância, todas as bases absorvem luz UV e os ácidos nucléicos 
são caracteristados por uma forte absorção em comprimentos 
de onda próximos aos 260nm (Fíg. 10-10). 



X> 


1 

HO^N 


OH 

Ó 


Lactâmka 


Lactímica Lactímica dupla 


As propriedades das bases dos nudeotídeos afetam 
a estrutura tridimensional dos ácidos nutlékos 

Purinas e pirímidinas livres são compostos fracamente básicos 
e, dessa forma* são chamados de bases. Elas possuem uma varie- 
dade de propriedades químicas que afetam a estrutura e, final- 
mente, a função dos ácidos nudéicos. As purinas e as pirimidi- 
nas usuais no D NA e RNÀ são moléculas altamente conjugadas 
(veja Fig. 10-2), uma propriedade com importantes conseqüén- 
cias para a estrutura, a distribuição eletrônica e a absorção da 
luz dos áridos nudéicos, Á ressonância envolvendo muitos áto- 


Figura 10-9 - Formas tautoméricas da uracila. Em pH 7,0 predomina a 
forma lactámica; as outras formas tornam-se mais proeminentes è medi- 
da que o pH diminui. As outras pirimidinas e purinas livres também possu- 
em formas tautoméricas, mas elas sào mais raramente encontradas. 

As purinas e as pirimidinas são também hidrofobicas e relati- 
vamente insolúveis em água no pH próximo à neutralidade da 
célula. Em pH ácido ou alcalino, as purinas e as pirimidinas tor- 
nam-se carregadas e sua solubilidade na água aumenta. Intera- 
ções hidrofòbicas de empilhamento, em que duas ou mais bases 
são posicionadas com os planos de seus anéis em paralelo (seme- 
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Cotfkientcj de absorção 
molar cm JóOnrn. 

£** fM-W) 

AMP 


ÜMP 

iuoo 

CMP 

7.STO 

UMP 

9 l W0 

JTMP 

9100 



Cocnpnmercto de onda (nm) Comprimento de onda ímn) 


figura 1<M0 - O vtpcctto de absorção dos nudwtktem comuns O* espearas sào mostrados como a vanação do coefciente de ataorção moiat 
em relação ao comprmenio de onda Os coefÍDenies de abtorçáo moUr em 260nm e r>H 7,0 tcW estão IfftadCH na ubela a diefta O espectro dos 
nbonucleotideos e desoxirrÉMnuctecstideos correspondentes, bem como dos nudeosideas. sâo esenoalmeme idfnncos Para misturas de nudeoti- 
deos. um compnmenlo de onda em 26Gnm (linhas verticais iracejadas) e usado para as medições de absorção 


Runttmmbe ao empilhamento de moedas), representam uma de 
duas maneiras Importantes de interação entre bases nos ácidos 
midéicos, 0 empilhamento envolve uma combinação de intera- 
ções van der Waaís e dipolodipolo entre as bases. As interações de 
empilhamento das bases ajudam a minimizar o contato com a água 
e são muito importantes na estabilização da estrutura tridimen- 
sional dos ácidos nudéicos, como será descrito posteriormente. 
Os grupos funcionais mais importantes das pirimidinns e 
purinas são os nitrogénios do and, m grupos carbonila e os gru- 
pos amínoexocidicos. Pontes de hidrogénio envolvendo os gru- 
pos aminn e carbonila são o segundo modo de interação mais 


importante entre as bases. As pomes de hidrogênio entre as ba- 
ses permitem uma associação cumplemeniar de duas (e ocasio- 
nalmente três ou quatro) fitas de ácido nudéico. Os padrões de 
ponte de hidrogênio mais importantes são aqueles definidos por 
James Watson e Frands Crick* eim I 953, em que A se liga especi- 
fica mente a T (ou U) e G se liga a C (Fig, 10-1 1 ), Esses dois tipos 
de pares de bases predominam nas fitas duplas de DNA c RNA, 
e os tautú meros mostrados na Figura 10-2 são os responsáveis 
por esses padrões. É esse parca mento específico de bases que 
permite a duplicação da informação genética* como discutire- 
mos depois neste capítulo. 



figura 10-11 - Padròas das pontes de hidrogênio nos pares dá bases definidos por Watson a Crick Aqui, como em outras figuras deste livro, 
as pontes de hidrogênio são representadas por conjuntos de Unha aru*s 


A Estrutura do Ácido Nudéico 

A descoberta da estrutura slo DNA por Walson e €rkk t em 1 953, 
fbt um evento momentoso na ciência» um evento que originou 
disciplina* míeiramente novas e influenciou o curso de muitas 
outras, O m«so conhecimento atual do armazenamento e utili- 
zação da informação genética da célula está baseado no trabalho 
tomado possível por essa descoberta, e uma visio geral de como 
a informarão genética é processada pela célula é agora um pré- 
requisito para a discussão de qualquer área da bioquímica. Aqui , 
nós nos preocuparemos com a própria estrutura do DNA, os 
eventos que levaram â sua descoberta e os refinamentos mai* 
recentes em nosso conhecimento, A estrutura do RN A será tam- 
bém apresentada. 
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Como no caso da estrutura das proteínas iGapítulo 6) t é 
algumas vezes útil díescrever a estrutura dos ácidos nudéicos em 
termos dos uiveis de complexidade hierárquica (primário, se- 
cundário e terciário). A estrutura primária de um ácido nudéi- 
co ê a sua estrutura covalente c a scqüènria de nudeotídeos. 
Qualquer estrutura regular, estável» adorada por alguns ou to- 
dos os nucleotídeos dc um ácido nuçléico pode ser referida como 
estrutura secundária. Todas as estruturas consideradas nas pá- 
ginas seguintes deste capítulo rituam-sé na categoria de eslru 
tura secundária. O enovelamento complexo dos cromossomos 
grandes dentro da cmmatina eucariólfcã é geral mente conside- 
rado estrutura tercüria, que será detalhada no Capítulo 24. 

O DMA armazena a informação genética 

A investigação bioquímica do DNA começou com Frtedrich 
Miescher, que realizou os primeiros estudos químicos sistemá- 
ticos do núcleo da célula. Em 1 868, Mkicher isolou uma suba- 
tàncu comendo fósforo, que chamou de "nudema" de células 
do pus (leucócitos) obtidas de bandagens cirúrgicas descartá- 
veis. Ek descobriu que a nucleina consistia de uma porção ad- 
dica. que boje conhecemos como DNA, e de uma porção báska. 
protéica. Miescher descobriu depois uma substância arídíca se- 
melhante» na cabeça dos espermatozóides do salmão, Embora 
ele lenha purificado parriaJmcnte o árido nucléico e estudado 
suas propriedades» a estrutura eovalente (primária) do DNA 
(como mostrado na Fig. 10-71 nãn se tornou conhecida com 
certeza senão no final da década de l MH. 

Miescher e muitos outros suspeitavam que a nudeína (ári- 
do nudéico) era associada de alguma forma com a herança celu- 
lar. mas a primeira evidência direta de que o DNA é o possuidor 
da informação genética apareceu, em 1344. por meio de uma 
descoberta feita por Üswald T, Avery, Colin MacLeod e Maclyrt 
McCarty, Essa pesquisadores descobriram que o DNA extraído 


de uma cepa virulenta (causadora de doença) da bactéria üttcjb 
tococcus prteumottiat, também conhecida como pneumococo, 
transformava geneticamente uma cepa nào- virulenta desse or- 
ganismo em uma forma virulenta (Fig. 10- 12), Averv e seus co- 
laboradores concluiram qué o DNA extraído da cepa virulenta 
transportava a mensagem geneticamente herda vd da virulên- 
cia. Nem todos aceitaram essas conclusões, porque traços de 
impurezas proteicas presentes no DNA poderiam ter rido o trans- 
portador real da informação genética. Essa possibilidade logo 
foi eliminada pda descoberta de que o tratamento do DMA com 
enzimas pmteolíticas não désl fliia a atividade transformadora, 
mas sim o tratamento com desoximbonucleases (enzimas que 
hídroLLsam u DNA), 

Um segundo experimento importante forneceu a evidência 
independente de que o DNA transportava a informação genéti- 
ca, Em 1952, Alfred D. Henheye Marthã Chase usaram orasirra- 
mento cnmo fósforo radioativo ( ÍJ P) e 0 enxofre radioativo ( W S) 
para mostrar que, quando o vírus bactéria no (bacteriólugo T2) 
infecta sua célula hospedeira, a Bschtrkhta coíi , é o Fósforo con- 
tido no DNA da partícula virai, é não o enxofre contido rtí pro- 
teína da capa virai, que entra na célula hospedeira e fornece a 
informação genética para a replicação virai (Fig. 10-13). 

Esses importantes experimento* iniciais e muitas outras li- 
nhas de evidência mostraram que o DNA e definitivamente o 
componente cromossómico que possui a informação genética 
das células vivas. 

As moléculas de DNA possuem 
composições de base distintas 

A pista mais importante para desvendar a estrutura du DNA 
veio do trabalho de Erwin ChargaíT e seu» colaboradores nos 
últimos anos da década de 1940. Eles descobriram que as qua- 
tro bases nudeotídicasdo DNA ocorrem em proporções varia- 
das nos diferentes organismos e que as quantidades de certas 
bases estão aproximadamente relacionadas. Esses dados, cole- 
tados de DNAs de um grande número de espécies» levaram 
ChargafF às seguintes conclusões: 

1, A composição de bases do DNA geral mente varia de umti es- 
pécie para outra, 

2. Espécimes de DNA isolados de diferentes tecidos da mesma 
espécie possuem a mesma composição de bases. 

3, A composição de bases do DNA em tmta dada espécie nau se 
altera com a idade do organismo» o estado nutricional ou a 
modificação ambiental . 

4. Em todas os DNAs cdokra, independenlcmenie Jj espécie, 
o número de resíduos de adenosina é igual ao número de re- 
síduos de timkhna. (ou seja, A = T) e o número de resíduos de 
guan usina é igual ski número de resíduos de ritidiriJ l'G = C), 
A partir dessas relações cegue-se que a soma dos resíduo* das 
pur trios iguala -se ã soma dos resíduos de pinmídina. nu seja. 
A+G=T+C 

Eisjs relações quantitativas, algumas vezes chamadas de "'regras 
dc UbargafT 1 , foram confirmadas por muitos pesquisadores sub- 
scqüentes. Elas foram a chave para oe&labeJecimeniu dn esl rutura 
tridimensional do DNA e forneceram dicas de como a informa- 
ção genética é codificada e passa de uma geração para a outra, 

O DNA é uma dupla hélice 

Para lançar mais luz na estrutura do DNA, Rosal in d Franklin e 
Maurice Wílkíns usaram o poderoso método da dífraçáo dos 
raios X ( veja Adendo 6-3) para analisar cristais de DNA. Eles 
mostraram, no inicio da década de 1 950, que o DNA produzia 
um padrão de diffação de raios X característico (Fig. )Ü- 14). 







j BactérU virulenta mnría pelo calor 
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Figura 10-12 - O experimento Avery-MacLeod-McCarty 

Quando injetada em camundongos, a copa encapsulada do 
pneumococo {a) é letal enquanto a cepa não-encapsulada (b) è 
inócua, como o e a cepa encapsulada marta pelo calor (c). Pes- 
quisa anterior do bacteriologista Frederick Griffith tinha mos- 
trada que a adição de bactérias virulentas mortas pelo calor 
(que isoladamente são inócuas para o camundongo) a uma cepa 
não-virulenta transformava esta permanentemente em uma bac- 
téria encapsulada, virulenta e letal (d). Ele concluiu que um fa- 
tor de transformação da bactéria virulenta morta pelo calor ti' 
nha entrado na bactéria não-virulenta viva, tarnado-a virulenta 
e encapsulada. 

Avery e seus colaboradores identificaram o fator de trans- 
formação de Griffith como DNA. Eles extraíram o DMA de pneu- 
mococos virulentos mortos pelo calor, removendo as proteínas 
tão completa mente quanto possível, e adicionaram esse ONA a 
bactérias não-virulentas (e). Qs pneumococos não-virulentos fo- 
ram perrnarientemente transformados em cepa virulenta. O ONA 
evidentemente entrou na bactéria nãcnvirulenta e os genes para 
a virulência e para a formação da cápsula tomaram-se incorpora- 
dos no cromossomo das bactérias não-wrulentas. Todas as gera- 
ções subseqüentes dessas bactérias foram, portanto, virulentas 
e encapsuladas. 



Bactéria nàu- virulenta, viva 
DNA L&da do de bucLériu 

virulenta morta pelo calor 


(A) 
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Experimento n P 
Capa não-radioativa 

DNA radioativo 


Experimento }i S 

Capa radioativa 

DNA não- radioativo 


Injeção 


Não -radioativo 


N ao- radioativo 


Separação por 
centrifugação 


Figura 10-13-0 experimento de Hershey-Chase. Duas preparações 
de partículas de bacteriófagos T2 isotopica mente marcadas foram prepa- 
radas. Uma foi marcada com 3,í P n-os grupos fosfato do DNA e a outra 
com 3 *5 nos anrrinaâcidos contendo enxofre das proteínas da capa (capsi- 
deos). (Observe que o DNA não contém enxofre e as proteínas urrais nâo 
possuem fdsfono.) Permiti u-se, então, que as duas preparações de fagos 
marcados infectassem as suspensões de bactéria não- marcadas. Cada 
suspensão de células infectadas com fagos foi agitada num homogenei- 
zador para afastar os capsideos virais das bactérias. As bactérias e as 
capas virais vazias (chamadas de fantasmas) foram então separadas por 
centrifugação, As células infectadas com o fago marcado com 3i P conti- 
nham-no no seu interior, indicando que o DNA virai marcado havia entra- 
do nas células, e os fantasmas virais não continham a radioatividade. As 
células infectadas com o fago marcado com não tinham nenhuma 
radioatividade após o tratamento com o homogeneiza dor, mas os fan- 
tasmas virais continham 3& 5. Partículas virais descendentes (não mostra- 
das) foram produzidas em ambas as preparações das bactérias, algum 
tempo depois de as capas virais terem sido removidas, indicando que a 
mensagem genética para a sua neplicação havia sido introduzida pelo 
DNA virai, e não pela proteína virai, 



Figura 10-14 - Padrão de d if ração dos raios X do DNA As manctias 
formando uma cruz od centro denotam uma estrutura helicoidal. As ban- 
das fortes ã esquerda e à direita originam-se de bases recorrentes. 



Rosalmd Franklin 
(1920-1 958} 



Maurice Wilkins 


A partir desse padrão deduziram que os polímeros DNA são 
helicoidais com duas periodicidades ao longo do seu eixo maior, 
uma primeira de 3,4Ã e uma segunda de 34Ã. O problema era 
então formular um modelo tridimensional da molécula do 
DNA que poderia considerar não apenas os dados da difração 
dos raios X, mas também as equivalências de bases específicas 
A = T e G - C, descobertas pior Chargaff, e outras propriedades 
químicas do DNA. 

Em 1953, Watson e Crick postularam um modelo tridimen- 
sional para a estrutura do DNA que considerava todos os dados 
disponíveis (Fig. 10-15). Esse modelo consiste de duas cadeias 
helicoidais de DNA que se enrolam em um mesmo eixo forman- 
do uma dupla hélice que gira no sentido da mão direita (veja 
Adendo 6-1 para uma explicação do sentido da mio direita ou 
esquerda em uma estrutura helicoidal), O esqueleto hidro filiou 
de grupos altern antes desoxirribose e fosfatos carregados nega- 
tiva mente estão na parte externa da dupla hélice, voltado para a 
água circundante, O anel furanosídieo de cada desoxirribose está 
na conformação endo em C-2\ As bases puri nicas e pirimidínb 
eas de ambas as fitas estão empilhadas dentro da dupla hélice, 
com suas estruturas hidrofóbicas de anéis quase planos muito 
próximos e perpendiculares ao longo eixo da hélice, O pareamento 
das duas fitas cria um sulco principal e um sulco secundário na 
superfície da fita dupla (Fig. 10-15). Cada base de uma fita está 
pareada no mesmo plano com uma base da outra fita. Watson e 
Crick descobriram que as pontes de hidrogênio dos pares de ba- 
ses, ilustradas na Figura 10-11, G com C e A com T, sáo as que 
meihor se encaixam na estrutura, fornecendo uma explicação 
para a regra de Chargaff que, em qualquer DNA T G = C e A = T 
É importante observar que três pontes de hidrogênio podem se 
formar entre G eC, simbolizadas por G»C, mas apenas duas 
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Figura IMS - O modelo Watson-Crkk para a estrutura do ONA O modelo original propunha que houvesse 10 pares de bases 
por voltfl da hélice de 34Ã (3,4nm); medidas subseqüentes mostraram que há 10 r 5 pares de bases por volta de 36 A (3 r 6nm). 
(a) Representação esquemática mostrando as dimensões da hélice, (b) Representação linear mostrando o esqueleto e o empilha- 
mento das bases, (t) Modelo espaço-cheio. 


k formam entre À c T, simbolizadas por A=T. Essa é uma ra 
íio para a descoberta de que a separação das fitas pareadas do 
ONA é mais difícil quanto maior for o quociente entre as frases 
G=C í A=t Outros pareamentus de bases tendem (em grau 
variado! a deseslabí ti/ar a estrutura da dupla hélice. 

Quando Waison e Crick construiram seu modelo, des tive- 
ram de decidir de inicio se as fitas do DNA deveriam ser parale- 
las ou anliparálcUs — se suas ligações 5^ f -fudbd »é5teTÇ5 deve- 
ram correr na mesma direção ou em direções opostas. O an ripa- 
ra! eli cm o produziu o modelo mais convincente» e estudos 
posteriores com as UNA polimerases (Capítulo 25] forneceram a 
evidência experimental de que as fitas sâo na verdade a nt iparâ! e- 
las, um achado fínalmentf confirmado pela análise de raios X. 

Para explicar as periodicidades observadas no padrão da dj~ 
fiação dos raios X das fibras de DNA T Watson e Crick usaram 
modelos moleculares para mostrar que as frases empilhadas ver- 
rica] mente dentro da dupla hélice estariam separadas cerca de 
3,iA e que a repetição secundária de 34À seria devido A presença 
de 10 resíduos de oucleoiideos em cada volta completa da dupla 
hélice. Em solução aquosa, a estrutura difere ligeiramente das 
estruturas das fibras, possuindo 10,5 pares de bases por volta da 
hélice (Fig. 10-15], 

Como pode scr visto na Figura 1 0- 1 6, as duas cadeias po! ín ucleo- 
tídicas aniiparaldos da dupla hélice do L>NÀ não são idênticas nem 
na composição nem na seqUênda de bases, Nfa verdade elas são com- 
plementares entre si. Toda ver. que aparecer adenina em unia ca- 
deia. timína será encontrada na outra; simüarmente, quando sc en- 
contrar guanina em uma cadeia, citosína será encontrada na outra. 

A dupla hélice do D NA, ou duplex, é mantida unida por 
duas forças, como descrito anteriormente: as pontes de hidro- 
génio entre os pares de bases complementares ( Fig, KM l J e as 
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Figura 10-16- Com piem entariodade das fitas na dupla hélke de 

ONA As fitas antiparalelas complementarei do DNA seguem as regres 
de paridade propostas por Watsan e Crick. As fitas antiparalefas paga- 
das pelas bases diferem na comporão dav bases: a fita á esquerda pos- 
sui a composição A=i T ; G, C 3 : a fita á direita. Aj Tj Gs C n . Elas também 
diferem na seqüência quando cada cadeia for lida na direção 5 '->3' 
Observe as equivalências de bates A«re6-Crta duplex 


interações de empilhamento das bases^ A compEcmentar idade 
entre as fitas de DNA é airibuivd às pomes de hidrogénio entre 
pares de bases. As interações de empilhamento das bases, que 
sin em grande parte inespeciffcas com respeito à identidade das 
bases empilhadas, dão a maior contribuição para a estabilidade 
da dupla hélice. 

As çaraderirtkàs importantes do modelo de estrutura da 
dupla hélice do DNA são apoiadas por muita evidência química 
c hiolúgica. Além disso, o modelo imediatamente sugere um 
mecanismo para a transmissão da informação genética. A ca- 
racterística essencial do modelo é a complementaridade das duas 
fitas do DNA. Gomo Watson e Crick foram capazes de observar, 
muito antes que os dados confirmatório* se tomassem disponí- 
veis, essa estrutura poderia logicamente ser replicada pela ( Lí 
separação das duas fius e (2) síntese de uma fita complementar 
para cada uma. Pelo fato de os nucleotideo* em cada nova fita 
estarem unidos em uma sequência especificada pelas regras de 
pareamenlode bases expressai amcriorrnenie, cada fila preexis- 
tente poderia funcionar como um molde para guiar a síntese de 
uma fita complementar (Fig. 10-17), Essas expectativas foram 
confirmadas experimentalmente, inaugurando uma revolução 
em nossa compreensão da herança biológica. 



parental parental 

Figura 1Ú-17 - Rrpikaçáo do DNA como sugerida por Watson e 

Oridt As frtas piwostefiTM ou "pareot*s" tornam-se separadas e cada 
uma * o rndde p ara a hiaiNea de uma fita “fiBia" romptementar «em 
twn rt a}. 


O DNA pode ocorrer em 
formas tridimensionais diferentes 

O DNA é uma molécula noiavelmenle flexível, £ possível uma 
considerável rotação em volta de virias ligações no esqueleto 
açúcar- fosfato £ ÍDsfbdesoxLr ribose }, e a flutuação térmica pode 
produzir curvatura, esticamento e despartamenio (fusão i d» 
fitas, Muitos desvios significativos 4a estrutura Waison -Crick 
do DNA são encontrados no DNA celular, e alguns, ou todos 
eles, podem desempenhar papéis importantes no metabolismo 
do DNA. Essas variações estruturais geralmente não afetam as 
propriedades -chave do DNA definidas por Watson e Crick: com- 
plementaridade das fius. fitas aniiparalebs e requerimento de 
pares de bases A=T e G™C. 

A variação estrutural no DNA reflete três aspectos: as pos- 
síveis conformações diferentes do esqueleto da desoxirribose, 
a rotação sobre as ligações contíguas que compõem o esquele- 
to da fqsfodesoxnribose (Fig. 10-lSa) e a rotação livre sobre a 
ligação C- V — iV-glkosidica (Fig, 10- 18b). Por causa de obstá- 
culos est éricos, os nucleotideos purinkos e pirimidlnicos slo 
restritos a duas conformações estáveis com respeito à desbxir- 
ribose, chamadas de íín e anfí (Fig. 10-IKb), As pmmidinas são 
geralmente restritas à conformação anti por causada interferêii* 
ria cstérica entre o açúcar c o oxigênio da carbonila no C-2 da 
pirimidina, 

A estrutura Watsoti-Cridc é também referida coroo íorma 
B do DNA, ou DNA B- A forma B é a estrutura mais estável para 
uma sequência ao acaso da molécula do DNA em condições fuk>- 
lógicas e. portanto, é o padrão de referência em qualquer estudo 
das propriedades do DNA- Duas variantes estruturais do DNA, 
que foram bem caraderízadas em estruturas de cristais, são is 
formas A tZ, Essas três conformações do DNA são mostradas 
na Figura 1Ü-19, com um resumo das suas propriedades. A for- 
ma A é favorecida em muitas soluções que são retat ivamente 
desprovidas de água. O DNA ainda está arranjado em uma du- 
pla hélice tendo o sentido da mão direita, mas a hélice t mais 
larga < o número de pares de bases por volta da hélice é 11 . em 
vez dé 10 3. encontrados na forma B do DNA. O plano dos pares 
de bases no DNA A é inclinado certa de 20 a em relação ao eixo 
da hélice. Essas alterações estruturais aprofundam o sulco prin- 
cipal enquanto tomam o sulco secundário mais raso. Os rea- 
gentes utilizados para promover a cristalização do DNA tendem 
a desidratá-lo, e dessa íurma a maioria das moléculas de DNÀ 
curtas tende a se cristalizar na forma A. 

A forma Z do DNA é um afastamento mais radical da es- 
trutura B; a distinção mais óbvia é a rotação da hélice no senti* 
do da mão esquerda, Há 12 pares de bases por volta da hélice, e 
a estrutura parece mais delgada e alongada. O esqueleto do DNA 
adquire a aparência de um ziguezagut. Certas sequências de nu- 
deuttdeos dobram -sc em hélios Z, de sentido da mão esquer- 
da. roais facilmente que outras. Exemplos proeminentes são as 
seqüèncias nas quais pinir.idinas se alternam com purinas, es* 
pec sal .mente alternando os resíduos C e G ou 5-mctil-C e G, 
Para formar a hélice no sentido da mão esquerda no DNA Z, os 
resíduos de purinas movem -se para a conformação íitf. alter- 
nando com as pirimidims na amfor mação anti . O sulco prin- 
cipal está pobremente aparente no DNA 2, e o sulco secundário 
é estreito e fundo. 

Se a ocorrência do DNA A em células é incerta» há evidência 
para alguns pedaços curto* (trechos) de DNA Z tanto em proca- 
riotos como em eucariotos. Esses trechos de DNA Z podem de- 
sempenhar um papel (ainda não definido! na regulação da ex- 
pressão de algum genes ou na recombinação genética. 
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Figura 10-18 - Variações estruturais no ONA. (a) A conformação de um nudeotlrfeo no DMA ê afetada pela rotação de cerca de 
sete diferentes ligações, Seis das ligações rodam livremente. A notação limite por volta da ligaçáo 4 da origem a um anel pregueado, 
em que um d os átomos do anel furanosídico de cinco membros está fora do plano descrito pelos outros quatro. Esta conformação 
ê descrita como endo ou exo, dependendo se o átomo estiver deslocado para o mesmo lacto do plano como em C-5 r ou do lado 
oposto {veja também a Fig. 10-3 b). (b) Para as bases purfnicas nos nudeotfdeos, apenas duas conformações com respeito ás 
unidades de nbose ligadas sSo estericamente permitidas, anti ou sm. As pirimidinas geralmente ocorrem na conformação ami. 
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Figure 10-19- Comparações entra as formas A, B e Z do DNA. Cada estrutura mostrada aqu> possui 36 pares de bases. As bases estão mostradas 
em cinza, os átomos de fósforo em amarelo, as riboses e os oxigénios ligados ao fósforo em azul. 0 azul è a cor padrão usada para representar as fitas 
de DNA mas capítulos subsequentes. A tabela resume algumas p r opriedades das três formas de DNA. 


Certas sequências de DNA 
adotam estruturas não usuais 

Várias outras variações estruturais dependentes da seqüênda fo- 
ram detectadas em cromossomos grandes e podem afetar a fun- 
ção e o metabolismo de segmentos de DNA na sua vizinhança. 
For exemplo, curvaturas ocorrem na hélice do DNA toda vez que 
quatro ou mais resíduos deadenosrna aparecem seqüencialmente 
em uma fita. Seis adenosinas em Tila produzem uma curvatura de 
cerca de 18°. À curvatura observada nesta e em outras seqüências 
pode ser importante para a ligação de algumas proteínas ao DNA, 
Um outro ripo comum de seqiiência encontrada no DNÁ é 
um pdmdrpmo. Um palíndromo é uma palavra, frase ou sen- 
tença, soletrada identicamente quando lida numa ou noutra di- 
reção; dois exemplos são: RELER e ROMA ME TEM AMOR, O ter- 
mo é aplicado a regiões do DNA em que há repetições inverti- 
das da sequência de bases com simetria dupla ocorrendo nas 


duas li tas do DNA (Fig. 10-20). Tais sequências são autocom- 
plementares em cada uma das fitas e T portanto, têm o potencial 
de formar estruturas do tipo grampo ou cruciforme (em forma 
de cruz; Fig, 10-21). Quando a repetição invertida ocorre em 
cada fita individual do DNA, a seqüéncia é chamada de repeti- 
ção em espelhn. Repetições em espelho não possuem seqüências 
complementares em uma mesma fita e não conseguem formar 
estruturas em grampo ou cruciform.es. Seqüências desse tipo são 
encontradas virtualmente em toda molécula de DNA grande e 
podem envolver de alguns até milhares de pares de bases. Não se 
conhece quantos palíndromos ocorrem como cr uti Formes nas 
células, embora a existência de pelo menos algumas estruturas 
cruciformes tenham sido demonstradas irt vivo na E. coli. Se- 
qüências autocomplemen tares induzem que fitas únicas isola- 
das de DNA (ou RNA), em solução, dobrem -se em estruturas 
complexas contendo múltiplos grampos. 
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Figura 10-20 - Palíndromos e repetições de tipo espelho Os palln- 
dromos sao seqüências da fita dupla de ácidos nucléicos com simetna 
dupla. A fim de superpor uma repetição (seqüéncia sombreada) na ou- 
tra r deve-se rodar 18CP ao longo do eixo horizontal e então novamente 
sobre o eixo vertical como mostrado pelas setas coloridas. Uma repeti- 
ção do tipo espelho, por outro lado, possui uma seqüéncia simétrica em 
cada fita. Superpor uma repetição na outra requer apenas uma única 
rotação de 180" sobre o eixo vertical. 
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Figura 10-21 - Grampú e cruzas. Seqüênoas palindrômicas de DMA 
(ou FtNA) podem formar estruturas alternativas com pareamento de ba- 
ses na fita, (a) Quando apenas uma fita de D NA (ou RNA) for envolvida, 
ela é chamada de grampo. {h> Quando ambas as fitas estáo envolvidas, a 
estrutura é chamada de cruz. Q sombreado azul destaca as sequências 
assimétricas que podem parear alternativamente com uma sequência 
complementar, quer na mesma fita, quer na fita complementar. 


Várias estruturas não usuais de DNA envolvem três ou até 
mesmo quatro fitas de DNA. Essas variações estruturais mere- 
cem investigação porque há uma tendência para muitas delas 
aparecerem em lugares onde eventos importantes no metabolis- 
mo do DNA (replicação, recombuiação, transcrição) slo inicia- 
dos ou regulados. Os nudeotídeos que participam em um parea- 
mento de base Watson-Crick (Fig. 10-11) podem formar várias 
pontes de hidrogênio adicionais, particularmente com grupos 
funcionais ordenados no suko principal. Por exemplo, um resi- 
duo de dtidina (se protonado) pode parear com um resíduo de 
guanosina de um par de nudeotídeos G=C e uma timidina 
pode parear com umaadenosina de um par A=T (Hg. 10-22). 
O N-7, Cf e jN* das purinas» átomos que participam nas pontes 
de hidrogênio de DNA tríplex, são freqüentemente referidos 
como as posições Hoogsteen, e o pareamento que não é do tipo 
de Watson-Crick é chamado de pareamento Hoogsteen, pois 
foi Karst Hoogsteen, em 1963, que primeiro reconheceu o po- 
tendamento para esses pareamentos não usuais. O pareamento 
Hoogsteen permite a formação de DNAs tríplices. Os tríplices 
mostrados na Figura lÜ-22a T b são mais estáveis em pH babco, 
porque a trinca C=G * CT requer uma citosina protonada, Mo 
tríplex, o pX H dessa citosina é >7,3, alterado do seu valor normal 
de 4,2, Os tríplex também são formados, mais facilmente, com 
longas seqüências contendo apenas pírimidínas ou apenas pu- 
rinas em uma dada fita. Alguns DNAs tríplices contêm duas fi- 
tas de pirimidinas e uma fita de purina e outros contêm duas 
fitas de purina e uma fita de pirimidina. 

Quatro fitas de DNA podem também parear para formar 
um tetraplex (também chamado de quadrúplex), mas isso ocor- 
re facilmente apenas para as seqüências com uma proporção 
muito alta de resíduos de guanosina (Fig. 10- 2 2c, d). O tetra- 
plex G ou guanosina é bastante estável em uma grande varieda- 
de de condições. A orientação das fitas no tetraplex pode variar, 
como mostrado na Figura lü-22e. 

Uma estrutura de DNA particularmente exótica, conhecida 
como DNA H, é encontrada em trechos de polipirimidínas ou 
poli p uri nas que também incorporam uma repetição do tipo es- 
pelho. Um exemplo simples é um longo trecho de resíduos T e C 
altemantes (Fig, 10-23). A estrutura DNA H caracteriza a fita trí- 
plice ilustrada na Fig. 10-22a,b. Duas das três fitas na trípice héli- 
ce do DNA H contêm pirimidina e a terceira contém purinas. 

No DNA das células vivas, sítios reconhecidos por muitas 
proteínas de ligação a seqüências específicas de DNA (Capítulo 
28) são arranjados como palíndromos, e seqüências polipirimi- 
dínicas ou polipurínícas que podem formar hélices tríplices ou 
até mesmo DNA H são encontradas em regiões envolvidas na 
regulação da expressão de alguns genes eucarióticos. Em princí- 
pio, fitas dc DNA sintéticas desenhadas para parear com essas 
seqüências para formar um DNA tríplex poderiam interromper 
a expressão génica. Essa abordagem para controlar o metabolis- 
mo celular é de interesse comercial crescente pela sua aplicação 
potencial na medicina e agricultura. 

RN As mensageiros codificam cadeias polipeptidkas 

Mudaremos agora,, por um instante, a nossa atenção da estrutu- 
ra do DNA para a expressão da informação genética contida no 
DNA. G RNA, a segunda forma principal de ácidos nucléicos 
nas células, possui muitas funções. Na expressão génica, o RNA 
atua como um intermediário usando a informação codificada 
no DNÀ para especificar a seqüéncia de aminoácidos de uma 
proteína funcional. 

Sabendo que o DNA dos eucariotos é principalmente confi- 
nado no núcleo, enquanto a síntese de proteínas ocorre nos ri- 
bossomos no citoplasma, alguma molécula diferente do DNA 
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Figura 10-22 - Estruturas d* DNA contendo trèí ou quatro fitas de 

ONA (a) Padrões de pereamento de ba ws em uma forma de DNAtrlpIex 
bem caracterizada. O par Hoogsteen em cada caso està mostrado em 
wmneiho (b) DMA d# tiéke tríplice contendo duas fitas pinmidlnica* 
{pdiíT)) e uma Nta purtna (poKA)) As fitas azul-escura e azul-dm *3o 
ampara leias e retódonadas pelos padrões de pareamenip de bases nor- 
mal Watson-Crick A lerceira <só pirimriina) fita (purpurai è paralela 4 fita 
das pumas e pareada por ponles de hidrogênio dilerentes das do upo 
WatHHi-Cnck O trlpte* esü visto pela extremidade. com ciixó inncás 
mostradas Apenas a trmca mais próxima do ledor esta cofemda Pa- 
ítâo de páieaménio de bases na estronda tetraplex da guanosma id? Duas 
quarta* sucessivas de uma estrutura tetraptex G„ vistas pelas exinemda- 
des. com a mas prCuma do leitor em cores (*} Vanantes possíveis na 
onentaçôo dâs fitas em um t et rapte* G. 
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Figura 1Õ-23 - DNA H. Uma sequência de resíduos alternados T e C pode ser considerada uma repetição do tipo espelho centrada em um dos resíduas 
centrais T ou C (■} Estas sequências formam uma estrutura nâo usual em que as fitas em uma metade da repetição do tipo espelho sâo separadas e a 
fita contendo pirimidiná í resíduos attefn a flta de T e O dobra-se novamente na outra metade da repetição para formar a hêke tripla (b) A fita das 
purinas (resíduos alternados de A e G} £ mantida não pareada E sia estrutura produz uma curva abrupta no DNA 


deve transportar a mensagem genética do núcleo até o citoplas- 
ma. Desde o início dc 1950, o RNA era considerado o candidato 
lógico: a RNA é encontrado tanto no núcleo quanto no cito- 
plasma e o aumento da síntese de proteínas í acompanhado por 
um aumento na quantidade de RNA no citoplasma e um au- 
mento na sua laxa de renovação. Essas e outras observações le- 
varam vários pesquisadores a sugerir que o RNA transportava a 
informação genética do DNA até a maquinaria áa bioraintçse de 
proteínas nos nbossomus. Em l%], François lacob e facqucs. 
Monod apresentaram um quadro unificado (e essendalmente 
correto) de muitos aspectos desse processo. Elo propuseram o 
nome de RNA mensageira (mRNA) para aquela porção do RNA 
totaj dá célula que transportava a informação genética do DNA 
até os nbossomok em que os mensageiros forneciam os moldes 
para a especificação da seqúíncia dos aminoéridó* n» cádriii 
polipeptidkas- Embora os mRNAs de diferentes genes possam 
variar grandcmetúc cm comprimento,, 05 mRNAs de Utti gene 
particular geral mente possuem um tamanho definido O pro- 
cesso de formação do mRNA num moide de DNA é conhecido 
como transcrição. 

Nos procariotos, uma única molécula de mRNA pode codi- 
ficar uma ou várias cadeias polipeptídicas, Se ela transporta o 
código para apenas uni po1íj>epiJdeo,o mRNA é mcmocistrôrn- 
co, se ela codifica dois ou mais polipeptídeos, 0 mRNA è pulkiv 
trcVníco. Nos eucariotos, a maioria dos mRNAs é monoci st r úni- 
ca. (O termo “dstron" para os propósitos desta discussão, refe- 
re-se a um gene, O termo em si possui raízes históricas na ciência 
da genética e sua definição formal está fora do escopo deste tex- 
to,) Ü comprimento mfnimo de um mRNA é determinado pdu 
comprimento da cadeia polipeptídica que ele codifica. Por exem- 
plo, a cadeia polipeptídica de 100 resíduos de aminoáddos requer 
uma seqütncia codificadora de RNA de pelo menos 300 nucleoti- 
deos, pelo fato de cada aminoáeido ser codificado por uma trinca 
de nudeotídeos («te e outros detalhes da síntese dc proteínas são 
discutidos no Capítulo 27)* Eriiretantcç os mRNAs transcritos do 
DNA são sempre um pouco mais longos do que o simplesmente 
necessário para especificar a sequência do poÜpepitdeo íou se- 
quências). O RNA adicional, não -codifica dor, inclui sequências 
que regulam a slniese de proteína*. A Figura 10-24 resume a es- 
trutura geral dos mRNAs procariótkos. 
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Figura 1&-24 - mRNA pfOuriótka Diagrarn» esquemátxos óos mR- 
NAs monoctstrórwo (•) e paíicistrónico ib> óos procanotos Os segir»en 
tas em vermelho fepfeseniam RNA codificando um produto gêmeo, 0$ 
segmentos aftíá-éSCufO representam RNA não-codilicador No Uínscriio 
pofcdítrórtCO. RN As nào-cudrficadores separam os três genes. 

Muitos RNAs possuem estruturas 
tridimensionais mais complexas 

O RNA mensageiro é apenas uma das várias classes de RNA ce- 
lular. RNAs de transferência funcionam como moléculas adap- 
tadoras na síntese de proteínas; co valentemente unidos a um 
aminoáddo numa extremidade, eles pareiam com 0 mRNA de 
tal forma que os aminoácidos são unidos a um polipeptídco em 
crescimento numa seqliênda correta, RNAs ribossô micos são 
componentes estruturais dos ribossomos. Há ainda uma gran- 
de variedade de RNAs de funções especiais, incluindo alguns 


(chamados de ribozimas) que possuem atividade enzimátka. 
Todos eles serão considerados minudo&ãmente no Capítulo 26. 
As funções diversas e freqücn temente complexas desses RNAs 
retletem uma diversidade da estrutura muito mais rica do que 
aquela observada nas moléculas do DNA. 

O produto de transcrição do DNA é sempre uma fita sim- 
ples de RNA. As fitas simples tendem a assumir urna conforma- 
ção helicoidal com o sentido da máo direita, que e dominada 
por interações do tipo empilhamento de bases |Fig. 10-25) que 
são mais fortes entre duas punnas do que entre uma purina e 
uma pirímidina ou entre duas pirimidmai. A interação purina - 
purina é tão forte que, quando uma pirinúdina separa duas pu- 
niras, dá frequentemente será deslocada do padrão de empilha- 
mento de forma tal que as purirus possam interagir. Quaisquer 
seqüándas autocom pl ernen ta res na molécula levarão a estruturas 
rruts complexas e especificas. Q RNA pode parear suas bases com 
fitas complementares tanto de RNA quanlo de DNA. As regras de 
pareamento dias bases seguem o padrão daquelas para o DNA: G 
pareia com C e A pareia com U íou com um ocasional resíduo de 
T em alguns RNAs). Uma diferença é que um pareamemo de ba- 
ses entre os resíduos G e U — nào usual no DNA — é muito mais 
comum no RNA (veja Fig. I D- 27), As fitas pairadas no RNA cm 
no duplex RNA- DNA são anli paralelas, como no DNA. 



Figura 10-25 - Padrão típico de eíT^lhamento segundo o enrola- 
mento no sentido da mão direita, encontrado em uma fita úníta 

de RNA As bases são mostradas em cinra. os ãUunas. de tódoro wn 
amarelo, 0 as nboses e os om génios dos Intatos em verde O verde é 
usado para representar as blas de RNA nos capítulos subsequentes, da 
mesma forma que o azul ê usado para 0 DMA 

Q RNA não possui uma estrutura secundária regular e sim- 
ples que sirva como um ponro de referência, como é a dupla 
hélice do DNÀ. As estruturas tridimensionais de muitos RNAs, 
como aquelas das proteínas, são complexas e únicas. Interações 
fracas, especial mente interações de empilhamento de bases, de- 
sempenham um papel principal na estabilização das estruturas 
do RNA, da mesma forma que no DNÀ. Quando seqüências 
complementares estão presentes, a estrutura de fita dupla pre- 
dominante é uma forma de dupla hélice do tipo A, que se enrola 
no sentido da mão direita- Hélices dc forma Z têm sido obtidas 
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no laboratório (sob condições salinas muito altas ou em alta 
temperatura). A forma B do RNA não tem sido observada, Que- 
bras na hélice regular da forma A causadas por bases mal ou não 
pareadas em uma ou em ambas as fitas são comuns e resultam 
em saliências ou alças internas {Fig. 10-26). Alças em grampo 
formam-se entre seqüéncias quase autocomplementares na fita 
do RNA. O potencial para estruturas helicoidais pareadas por 
bases em muitos RNAs é muito grande (Fig. 10-27) e os gram- 
pos resultantes podem ser considerados o tipo mais comum de 
estrutura secundária no RNA. Sequências de bases curtas (por 
exemplo, UUCG) são freqüentemente encontradas nas extremi- 
dades dos grampos de RNA e são conhecidas como capafces de 
formar alças particularmente fortes e estáveis. Tais seqilências 
podem desempenhar um papel importante no enrolamento de 
uma molécula de RNA na sua estrutura tridimensional precisa. 



Importantes contribuições estruturais adicionais são feitas pe- 
las pontes de hidrogênio que não fazem parte do pareamento de 
bases padrão de Watson-Crick. Por exemplo, o grupo 2'-hidro- 
xila da ribose pode formar uma ponte de hidrogênio com ou- 
tros grupos. Algumas dessas propriedades são evidentes na es- 
trutura do RNA de transferência da fenilalanina de levedura — 
o tRNA responsável por inserir resíduos de Phe em polipeptí- 
deos — e em duas enzimas de RNA ou ribozimas, cujas funções, 
como aquelas das enzimas protéicas, dependem da sua estrutu- 
ra tridimensional (Fig. 10-28). 

A análise da estrutura do RNA e a sua relação com a função é 
um campo emergente da investigação que tem muitas das com- 
plexidades de análise da estrutura da proteína, A importância da 
compreensão da estrutura do RNA cresce à medida que desperta- 
mos para o crescente número de funções das moléculas de RNA. 



Figura 10-26 - Estruturas secundárias dos RNAs (a) Saliência, alça interna e alça em grampo. As regiões pareadas geralmente possuem 
uma forma A de hélice, enrolada no sentido da mao direita, como mostrado para um grampo (b). 
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Figura 10-27 - Estruturas de pareamento de bases helicoidais no 
RNA. Rossivel estrutura secundária do componente de RNA Ml da en- 
zima RNase P da £. co fs, com muitos grampos. A RNase P, que também 
contém um componente protéico (não mostrado), funciona no proces- 
samento dos RNAs de transferência (Capítulo 26). Os dois colchetes 
indicam sequências complementares adicionais que podem ser parea- 
das na estrutura tridimensional, Os pontos a zuis indicam pares de bases 
{j=s=U diferentes das de Watson-Crick {mostrado no quadro). Observe 
que os pares de bases G"=U são permitidos apenas guando fitas prè- 
sintetízadas de RNA se dobram ou se anelam entre si. Não hà nenhuma 
RNA polimerase gue insira um U oposto a um molde G ou vice-versa 
durante a síntese de RNA. 
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A Química do Ácido Nucléico 

Para compreender <omo os árido* nudéicra iutkiunim preri- 
«moí entender suas propriedades químicas bem tomo as suas 
«truturas, O DNA funciona bem como reservatório da infor- 
mação genética, em parte por causa dá sua inerefite estabilidade. 
As transformações químicas que ocorrem são geraJmenie mui- 
lo lentas na ausência de um catalisador enziTnátiço. O armaze- 
namento da informação por longos períodos sem alterado é ião 
importante para uma célula, que mesmo reações muito lentas 
que alteram a estrutura do DNA podem ser fisiológica mente sig- 
nifi cantes. Processos como cardnogéncse e envelhecimento po- 
dem estar in timamente ligados ao lento acúmulo de alterações 
irreversíveis do DNA, Outras alterações não destrutivas, como a 
separação das fitas que devem preceder a replkação ou a trans- 
crição, são também importantes. Além de fornecer esses discer- 
nimentos nos processos fisiológicos, nossa compreensão da quí- 
mica do árido nucléico tem nos dado um conjunto poderoso de 
tecnologias que tém aplicações na biologia molecular, medicina 
e ciência forense. Exame nanemos agora as propriedades quími- 
cas do DNA e algumas dessas tecnologias. 

A dupla hélice do DNA e o 
RNA podem ser desnaturados 

Soluções de DNA nativo cuidadosamente isoladas são eltamen- 
1C viscosas em pH 7,0 e á temperatura ambiente (25X1, Quan- 
do tal solução é submetida a extremos dc pH ou a temperaturas 
acima de S0°C sua viscosidade diminui rapidamente, indican- 
do que o DNA sofreu uma alteração física. Da mesma forma 
que o calor e os extremos de pH causam desnaturação das pro- 
teínas globulares, elas também provocam a desnaturação ou fu~ 
sio da dupla hélice do DNA. A ruptura das pontes de hidrogé- 
nio entre as bases parcadas e do empilhamento de bases induz o 
desen rolamento du dupla hélice para formar duas fitas simples, 
completamente separadas entre si ao longo de toda a extensão, 
ou parte da extensão (desnaturação parcial), da molécula. Ne- 
nhuma ligação co valente no DNA é quebrada (Fíg. 10-29), 





Fitai dc DNA *cparad*c. com alças aleatórias 

Apura 10-29 - Etapas na dasoatu ração reversível e no analamento 
(rtnatu ração) do DNA 


A renatu ração de uma molécula de DNA é um processo rá- 
pido, de um passo, desde que um segmento de dupla hélice de 
uma dúzia ou mais de resíduos ainda una as duas fitas. Quando 
a temperatura, ou o pH, retoma ao nfvd em que a maioria dc» 
organismos vive, os segmentos deienrolados das duas fitas se 
enrolam novamente ou se andam para produzir o dúpJex intac- 
to í Kig, 10-29). Entretanto, se as duas fitas estão completamente 
separadas, a renam ração ocorre em dois passos. O primeiro passo 
é relativa mente lento, porque as duas fitas devem primeiro 'se 
encontrar” pela colisão ao acaso e formar um segmento curto de 
dupla hélice complementar, O segundo passo é muito mais rá- 
pido: as bases despareadas remanescentes entram sucessivamente 
em registro como pares de bases e as duas fitas se fecham como 
um M ziper" formando a dupla hélice. 

A interação intima entre as bases empilhadas num ácido 
nucléico diminui a sua absorção da luz UV em relação aquela de 
uma solução com a mesma concentração de nudeotideos livres, 
e a absorção é menor quando dois ácidos nudéicos complemen- 
tares são pareados, fssoé chamado de efeito hípocrómico. A des- 
naturação de uma fita dupla de áridos nuriéicos produz o resul- 
tado oposto, um aumento na absorção chamado de efeito hiper- 
crómico. A transição de uma fita dupla de DNA a uma fita 
simples, forma desnaturada, pode portanto ser detectada pelo 
monitoramento da ahsorçüu da luz UV. 

Moléculas de DNA virai ou hacteriano em solução desnatu- 
ram quando das sáo aquecidas lenta mente (Fjg. 10-30), Cada 
espeoe de DNA possui uma temperatura de desnaturação ca 
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ripura 10-50 - Desnaturação térmica do DNA iaji A desnaiuiaçáo ou 
curva de fusão óe dos espécimes de DNA A lemperatura no ponto me- 
dio de namiçao íí*> è o pomo de fusão, o U, depende do pH. da fqrça 
lônça t do tamanho e da composição das bá$í 5 do DNA <b) Relações 
entre o^eo conteúdo G - C de um DNA 




racterística nu ponto de fusão |í m J: quanto maior o seu conteú- 
do de pares de bases maior o ponto de fusão do DNA, 

isso porque os pares de bases G=C;, com írés pontes de hidro- 
génio, são maisesláveis e requerem mais energia calorífica para 
dissociar do que os pares de bases A— X A determinação cuida- 
dosa do pont o de fusão de um espécime de DNA, em condições 
fixas de pH e força íónica, pode fornecer uma estimativa da sua 
composição em bases Se as condições desmíimmtes forem cui- 
dadosamentc controladas, as regiões que são ricas em pares de 
bases A=T serào especifica mente desnaturadas, enquanto ê 
maioria do restante do DNA permanecera como fita dupla. Tais 
regiões desnaturadas {chamadas de bolhas) podem ser visuali- 
zadas à microscopia eletrônica (Rg. 10-31). Á separação das fi- 
tas do 1>NA pnpcisn ocorrer bt vfw durante processos como a 
repli cação e a transcrição. Como veremos, os sítios de DNA cm 
que esses processos são iniciados sâo freqüent emente ricos em 
pares de bases A=T. 
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Figura 10-31 - !>NA parcial mente desnaturado Esse DMA foi parcial- 
mente desnaturado, depois fixado para pmvnt a renaturação durante o 
preparo da amostra D método de sombreamenio usado para visualizar o 
DNA aumenta o »u diâmetro em aproximadamente cinco vezes e oblite- 
ra os detalhes da hélice. Entretanto, medidas de comprimento podem ser 
obtidas e as regiões de fita simples sâó facilmente distinguíveis das re- 
giões de fitas duplas. As setas apontam para algumas bolhas de fitas 
simples no DNA, em que ocorreu desnaturação. As regiões que desnatu- 
ram são altamente reproduzíveis e ricas em pares de bases A=T 

Duplex de duas fitas de RN A, au com uma fita de RN A e 
uma fita de DNA {híbridos RN A- DNA), podem também ser 
desnaturados. Notavelmente, os duplex de RN A são mais esii^ 
vcis que o* duplex de DNA Em pH neulro, uma dupla hrfkc de 
RNA sempre desnaturará em temperai uras pdo menos 20°C maí* 
altas que uma molécula de DNA com uma sequência compará- 
vel. A estabilidade de um híbrido RNA-DNA é geralmente inter- 
mediária entre aquela do RNA e a do DNA A base física para 
essas diferenças de estabilidade não é conhecida. 

Ácidos nudékos de diferentes 
espécies podem formar híbridos 

A capacidade de duas fitas complementares de DNA de parear 
uma com a outra pode ser usada para detectar seqüéncias de 
DNA semelhantes, em duas espécies diferentes ou dentro do ge- 
nomfl de uma única espécie. Se os dúpiex de DNAs isolados de 
células humanas e de células de camundongos forem completa- 
mente desnaturados pelo calor e então misturados e mantidos a 
S5 n C por muitas horas, muita do DNA se anelará. A maioria das 
fitas do DNA de camundongo se anelará com fitas complemen- 
tares dn DNA de camundongo; semelha Manente, muitas das 
filas do DNA humano se anelarão com fitas complementares do 
DNA humano. Entretanto, algumas fitas do DNA de camun- 


dongo se associarão com fitas de DNA humano produzindo 
duplex híbridos, em que segmentos da fita do DNA de camun- 
dongo formam regiões de pares de bases com segmentos da fita 
do DNA humano { Fíg 10-32), Isso reflete o fato de que diferen- 
tes organismos possuem uma herança evolucionária comum; 
des geral mente possuem al gomas proteínas e RNA# COITt fun- 
ções semelhantes e, frequentemente, estruturas similares. Em 
muitas casos, os DNAs que codificam essas proteínas e RNAl 
terão sequências semelhantes. Quanto mais próxima a relação 
evolucionária entre as espécies, mais extensamente seus DNAs 
se hibridizarão. Por exemplo, o DNA humano hibridira muito 
mais extensameme com o DNA do camundongo do que com o 
DNA da levedura. 



Figura 10-32 - Hibridização do DNA Duas amostras de DNA a w 

comparadas são com píetamen Ce desnaturadas pela aquecimçn (a Quando 
as duas soluções são misturadas e resinadas tentamente. as IrtM de DMA 
de cada amostra se associarão com a sua parceira comptementar normal 
e se anelarão formafoo duplex Se os doe DNAs possuírem semelhança 
signihcante de sequência, etes tenderão a formar cup^e» pafcw ou N- 
bndos entre si: quanto maior a semelhança de sequêncu entre os do* 
DNAs. ma cr o número de Nb rido* formados. A formação de NbnVi* 
pode ser mecbda de v^ias mane#» Um dos DNAs é usuafrnptte marca- 
do com um isótopo ratfoalivo para smplrftcar as mecãções 


A hibridização das fitas de DNA de diferentes fontes forma 
a base de um conjunto dc técnicas poderosas, essenciais à práti- 
ca moderna da genética molecular, £ possível detectar uma se- 
qüéncia específica de DNA ou gene na presença de muitas ou- 
tras sequência*, se já tivermos uma fita de DNA complementar 
apropriada ( usual mente marcada de alguma forma) para hihri- 
dízarmos com ela (Capítulo 29), O DNA complementar pode 
ser de uma espécie diferente ou da mesma espécie; em alguns 
casos ele é sintetizado no laboratório, usando técnicas descritas 
posteriormente neste capitulo. Técnicas de hibridi ração podem 
variar para detectar um RNA específico em vez de um DNA. O 
isolamento e a identificação dc genes específicos e RNA» baseiam- 
se nessas técnicas, e nova» aplicações dessa tecnologia lém per- 
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mitido identificar acu rada mente um indivíduo, baseando-se 
mim único cabelo deixado na cena do crime, ou predizer o iní- 
do de alguma doença num indivíduo décadas antes de os sinto- 
mu aparecerem i veia Adendo 29- 1 ). 

Nudeotideo* e ácidos nudéico* sofrem 
transformações não-enzim áticas 

Pürinas e pirimidinas, junto com os nucleotldeos dos quais ta- 
üÉJn parte, sofrem algumas rraçõe* envolvendo a alteração es- 
pontânea da sua estrutura cova lente. A velocidade dessas rea- 
ções e ger limem e muita £en/tí, mas das são fisiniogioimertte síg- 
nifcantes* por causa da tolerância muito baixa da célula para 
■Iterações na informação genética. Alterações r» estrutura do 
DMA que levam a alterações permanentes na informação gené- 
tica codificada são chamadas cie mutações, e muitas evidências 
sugerem uma Ligação íntima entre o acúmulo de mutações e os 
processos de envelhecimento e da formação do câncer, 

Várias hases sofrem perda espontânea dos seus grupos ami- 
nmoddicos (desaminação, Fig, lO-33a), Por exemplo, em con- 
dições encontradas numa célula tipi ca, a desa mi nação da citosina 
(no DNA) em u radia ocorrerá em cerca de uma em cada lü 7 rito- 
sinas em 24 horas. Isso corresponde a cerca de 300 eventos espon- 
tâneos por dia t em média, numa célula dc mamífera A desam ma- 
ção da adenina e da guanina é cerca dc lí» vezes mais lenta. 

A reação da desa mi nação da citosina parece inócua* mire 
tanto é quase certa meti te a razão pela qual o DNA contém timi- 
Bi cm vez de uracila. O produto da desam inação da citosina U 
imctlaí é facUmente reonhecido como estranho ao DNA e é 
nono vido por um sistema de reparo (Capítulo 251. Se o DNA 
fiOfirulirícnTe contivesse uracila, o reconhecimento das uracilas 
resultantes da desamtnação da citosina seria nuis difícil e as ura- 
dks nâo- reparadas levariam ás alterações permanentes de se- 
quência* quando fossem p areadas com ade ninas durante a repli- 
ação. A desam inação da citosina levaria gtadualtnente a um de- 
créscimo nos pares de bases GaC e em um aumento ms pares 
de ha ws A — U no DNA de todas as células. Ao longo dus milê- 
nios, a desam inação da citosina eliminaria os pares de bases GwC, 
assim como o código genético que dependesse deles, Estabelecer 
a timina como uma das quatro bases no DNA pode bem ter sido 
um dos pomos-chave na evolução, tornando possível o armaze- 
namento a longo prazo da informação genética. 

Uma outra reação importante nos diesorinudeotideos é a 
hidrólise da ligação N-p-gÜcosídica entre a base e a pentose ( Fig. 
10- 35b í . Isso ocorre muito mais rápido para as purinos que para 
as pinmklmos- Nd DNA* uma em coda Itf purinas í IO.ÒÜO por 
célula de mamífero) é perdida a cada 24 horas em condições <c- 
lulifcs típicas. A dtp ur inação dos fibonudcotideos e RNA é 
muito mais lenta e geralmente não é considerada físiológka- No 
tubo de ensaio, a perda das purinas pode ser acelerada por iodo 
diluído. A incubação de DNA em pH 5.0 provoca a remoção 
seletiva das bases purinicas, resultando cm um derivado chama 
do de ácido apurtmeo. 

Dutras reações são promovidas pela radiação. A luz LFV in- 
duzirá a condensação de dois grupos eliicnos para formar um 
anel ciclo büta no. Na célula, a mesma reação acarte entre bases 
pírímidí nicas adjacentes nos ácidos nuelékos, formando dí me- 
ras ddobutano de pirimidinas, Isso acontece mais freqüente 
mente entre resíduos de timina adjacentes na mesma fita do DNA 
(Fig, 10-34}* Um segundo tipo de dlmero de pirimidina, cha- 
mado dc fotoprodulo 6-4, é também formado durante a irradi- 
ação UV. A radiação ionizáotc (raios X e raios gama) pode pro- 
vocar a abertura do anel e a fragmentação das bases com que- 
bras no esqueleto covalente dos ácidos nucléicos. 




Figura 10-33 - Algumas reações não-enzimâticas bem caracteriza- 
das dos nucleotldeos Reações de desam mação. Apenas a base è 
mostrada, (bl Depunnaçãú, em que uma purina é perdida pela hidrólise 
tis ligação Aí-p^glicosidica A desoxirnbose remanescente depois da de- 
pur mação é facilmente convertida da forma Ji-turanosidica para i toma 
akteldca í«ja Fig. 10-3) Outras reações não-enzimátjcas sAd ilustradas 
nas Figuras 10-34 e 10- 3S 
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Figura 1&-34 - Formação de dJmaros de pirimidina induzidos pela luz UV. <*> Um tipo de reaçáo {à esquerda) resulta na formação de um anel 
cidobutll envolvendo o C L S e o C-5 de resíduos de prrimidma adjacentes. Uma reação alternativa fâ direita) resulta em um foto-produto 6-4, com uma 
ligação entre o C-6 de um resíduo e o C-4 de seu «zinho, (b) Uma curvatura, ou enforcamento, e introduzida no DNA durante a formação de um 
dm«'o çiçlpbutano de timina. 


Virmalmenle todas is formas de vída sáo expostas a nd iá~ 
ções de aJu enerpa capaz» de provocar alterações químicas no 
DNA. A radiado próxima k UV ( entre os comprimentos de onda 
200 e 400nm)> que perfaz uma porção significante do espectro 
solar» pode provocar a formação do duneno de pir mudina e ou- 
tras aherações químicas no DNA da bactéria e nas células da 
pde humana, Há um campo constante de radiação ionizante cm 
volta dc nós na forma de raios cósmicos, os quais podem pene- 
irar profundamente na lerr.i, bem como a radiação em ilida por 
elementos radioativos como rádio, plutónio, urânio» radônio* 
M C e ■'H. Os raios X usados nos exames médicos e dentários e na 
radioterapia do câncer c de outras doenças são uma outra forma 
de radiação ionizante. Estima-se que as radiações L'V e ioniza n- 
te sáo responsáveis por cerca de 10% de todos os danos ao DNA 
provocados por agentes ambientais. 

O DNA pode também ser danificado por reagjenies quími- 
cos introduzidos no ambiente como produtos da atividade in- 
dustrial. Tais produtos podem nâo ser lesivos per je, ims podem 
ser metaboltzados pdas células em formas que o sejam, Duas 
classes proeminentes de tais agentes íFig. 1&-35) sào: ( ) ) agen- 
les desaminantes, particular mente o ácido nitroso (HNO-J ou 
compostos que podem scr rneiabnlizados em ácido ni iroso ou 
nítrilos e (2) agentes alquilantcs. 

O ácido nitroso» formado a partir de precursores orgâni- 
cos» como nitrosaminas, e de nitrito e sais de nitrato, é um rea- 
gente potente que acelera a desaminaçâo das bases descritas an- 
teriormente, O bissulfito possui efeitos similares. Ambos os 
agentes são usados como preservativo!» nos alimentos processa- 
dos para prevenir o crescimento de bactérias tóxicas. Eles não 
parecem aumentar significativamente os rixos de Câncer* quan- 
do usados nessa forma, talvez porque sejam usados em pequenas 
quantidades e sua contribuição aos níveis globais de danos ao 


DNA é pequena ío risco potencial à saúde apresentado por ali- 
mentos estragados, se esses preservativos nio forem usados» # 
muito maior). 

Os agentes alquilam» podem alterar certas bases do DNA, 
Por exemplo» ? substância ahamente reativa, o dimetibulfato ( Fig, 
10- 35b), pode metifar o resíduo de guanina produzindo (?- 
mrulgujnma. que é incapaz de fazer parta men lo de base com a 
diosina. 



Tjutòmtrps 
da gu4r.inj 



C^-Mctilguanimi 



Muitas reações semelhantes sâo realizadas por agentes alquilantes 
normalmente presentes nas células, como a S-adenos d metiem ina. 
Possivelmente a fonle mah importante de alterações rrtuta- 
génicas no DNA é a lesão oxidai iva, Espécies excitadas pdo oxi- 
génio, como o peróxido de hidrogénio» radicais hidrcudla e radi- 


271 
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Nitrato de sódio 



Nitroíamina 


Precursores do ácido nitroso 

(a) 



(b) 


Figura 10-35 - Agentes químicos que causam dano ao DMA 

{a} Precursores do ácido nitroso, que promove as reações de desamina- 
çâo, (b) Agentes alquilantes. 

cais superóxidos, originam-se durante a irradiação ou como 
subprodutos do metabolismo aeróbico. Às células possuem um 
elaborado sistema de defesa para destruir essas espécies reativas, 
incluindo enzimas como a catalase e a superóxido dismutase* 
que convertem a espécie reativa do oxigênio em produtos inó- 
cuos. Entretanto, uma fração desses uxidantcs inevitavelmente 
escapa das defesas celulares e o dano ao DNA envolve um grupo 
grande e complexo de reações que vai da oxidação do açúcar e 
das bases até a quebra das Filas. Estimativas acuradas da exten- 
são dessa lesão não estão ainda disponíveis,, mas é claro que a 
cada dia o DNA de cada célula humana é submetido a milhares 
de reações oxidativas lesivas, 

Isso é simplesmente uma amostra das reações mais bem co- 
nhecidas que lesionam o DNA, Muitos compostos carcínogêni- 
cos presentes nos alimentos, água ou ar exercem seus efeitos cau- 
sadores de câncer pela modificação das bases no DNA. Entre- 
tanto, a integridade do DNA como polímero é mais bem mantida 
que a do RN A ou proteína, pelo fato de o DNA ser a única ma- 
cromolécula que possui sistemas bioquímicos de reparo. Esses 
processos de reparo (descritos no Capítulo 25) diminuem gran- 
demente o impacto do dano ao DNA. 

Algumas bases do DNA são metiladas 

Certas bases nucleotídicas nas moléculas do DNA são enzimati- 
camente metiladas. À ade nina e a citosina são metiladas mais 
freqüen temente que a guanina e a timina, A metilação é geral- 
mente confinada a certas sequências ou regiões de uma molécu- 
la de DNA. Em alguns casos a função da metilação é bem enten- 
dida, em outros a função ainda não é clara. Todas as metilases 
do DNA usam a S-adenosilmetíonina como um grupo doador 
da metila. A E cpíí possui dois sistemas de metilação proemi- 
nentes. Um funciona como parte de um mecanismo de defesa 


celular que ajuda a distinguir o seu DNA de um DNA estranho, 
marcando seu próprio DNA com grupos metil e destruindo o DNA 
(estranho) sem os grupos metü (isso é conhecido como um sis- 
tema de modificação-restrição, veja Capítulo 29). O outro siste- 
ma metila resíduos de adenina na seqüència (5')GATC(3') em 
N*-metiladenosina (Fig. 10- 5a), Isso é mediado pela enzima Dam 
(metilação da adenina do DNA, do inglês "DNA adenina metí- 
lation”) mctUase, o componente de um sistema que repara pares 
de bases inadequados, formados ocasionalmente durante a re- 
plicaçao do DNA (Capítulo 25). 

Nas células eucarióticas, cerca de 5% dos resíduos de citosina 
no DNA são metílados formando a 5-metilcitidina (Fig. 10- 5a). 
A metilação é mais comum nas sequências CpG, produzindo 
metil-CpG simetricamente em ambas as fitas do DNA, A exten- 
são da metilação das seqüências CpG varia em diferentes regiões 
das grandes moléculas do DNA eucaríótJco. A metilação supri- 
me a migração de segmentos de DNA chamados de transposons, 
descritos no Capitulo 25. Essas metilações da citosina também 
possuem significado estrutural. A presença da 5-metilcitusina 
numa sequência CpG alternante aumenta marcadamente a ten- 
dência para que essa sequência adquira a forma de Z, 

As sequências de longas fitas de DNA 
podem ser determinadas 

Na sua capacidade de reservatório da informação, a mais im- 
portante propriedade de uma molécula de DNA é a sua sequên- 
cia nucleotídica. Até o final dos anos 1 970, obter-se a seqüència 
de um ácido nudéico contendo até mesmo 5 ou LO nudeotídeos 
era difícil e muito trabalhoso. O desenvolvimento de duas novas 
técnicas, em 1977, uma por Alan Maxam e Walter Gilbert e a 
outra por Frederick Sanger, tornou possível seqüeneiar molécu- 
las de DNA cada vez maiores, com uma facilidade não imagina- 
da algumas décadas atrás. As técnicas dependeram de uma me- 
lhora na compreensão da química dos nudeotídeos e no meta- 
bolismo do DNA e em métodos eletroforétícos que permitem a 
separação de fitas do DNA diferindo em tamanho por apenas 
um nudeotídeo. À eletroforese do DNA é semelhante à eletrofo- 
rese das proteínas (veja Fig. 5-19). A poliacrilamida é frequente- 
mente usada como matriz do gel para DNAs curtos (até algu- 
mas centenas de nudeotídeos), A agarose é geralmente usada 
como matriz de géis para a separação de DNAs maiores. 

Tanto no seqüendamento de Sanger quanto no de Maxam- 
Gilbert, o princípio geral é reduzir o DNA a quatro conjuntos de 
fragmentos marcados, A reação que produz cada conjunto é base- 
específica* de forma que os comprimentos dos fragmentos cor- 
respondam a posições na sequência do DNA onde uma certa base 
ocorre- Por exemplo, para um olígonudeotídeo com a seqüència 
pAATCGACT, marcado na extremidade 5 r (a extremidade à es- 
querda), uma reação que quebre o DNA depois de cada resíduo 
de C irá gerar dois fragmentos marcados: um fragmento de qua- 
tro e um fragmento de sete nudeotídeos^ uma reação que quebre 
o DNA depois de cada G irá produzir apenas um fragmento de 
cinco nudeotídeos. Pelo feto de os fragmentos serem radioativa- 
mente marcados nas suas extremidades 5 r , apenas o fragmento 
do lado 5 r da quebra é visto no gel. Os tamanhos dos fragmentos 
correspondem às posições relativas dos resíduos de C e G na se- 
quência, Quando conjuntos de fragmentos correspondendo a 
cada uma das quatro bases são separados eletrofor eticamente lado 
a lado, eles produzem uma escada de bandas a partir da qual a 
seqüència pode ser lida diretamente (Fig. 10-36). Ilustramos ape- 
nas o método de Sanger porque se provou que ele é tecnicamente 
mais fácil e é mais amplamente usado, Ele requer a síntese enzi- 
mática de uma fita de DNA complementar à fita a ser analisada, 
usando um "iniciador” marcado e d idesoxi nudeotídeos. 
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Figura 10-36 - SeqúenciamentG do DêlA pelo mátoòo de San- 

gtr Este método utiliza o mecanismo da síntese do DMA pelas QNAs 
polimerases {Capitulo 25). ta) As DNAs pohmerases requerem tanto 
um «iioâdúr (uma pequena f<Ta de ofqonuc EeotídeoX ao qual são 
adicionados os nuc&eoddeos. quanto uma fna molde para gu»ar a 
sefcçAo de cada novo nudeotideo Nas cêUas, o grupo 3-hdraxia 
do ifliCiadOf <rage com □ desmriLitieQSideo iiifosfato (dNT?j que 
chega. formando uma nova ígação fnfotMster. O procedimento de 
sequencamemo de Sanger usa análogos. (Édesonnuòecsideos tv 
fioffatcn íddNTPi b para interrompe* a síntese do D NA. (O rnètodo 
de Sanger ê também cmhççidQ como o método do (ideso* ) Quando 
o ddNlP ê msendo no lugar dc <títp o alongamento oa Ma ê «ter* 
rompido depois que o análogo lor adcionado porque ele nào possui 
o grupo S^hidiOKite neoessdno para o passo segumie ící O DNA a 
ser seqüenoado é usado como fita molde e yra pequeno iniciador, 
radioativa ou fluorescente-mente marcado, ê anelado nele. Adido- 
nando-se pequenas quantidades de um ümco ddlMTP r por exemplo 
ddCTP; a um sistema de reaçáo até eniâo normal, as fitas sintetiza* 
das serão prematuramente terminadas nas localizações onde o dC 
normâl mente ocorrerá. Pelo fato de haver murto má is dCTP do que 
ddCTP, há apenas uma pequena chance de que o análogo seja incor- 
porado toda vez que um dC for adicionado Entretanto, o ddCTP 
está presente em quantidades suficientes para garantir que cada nova 
fita tenha uma alta probabilidade de adquirir peio menos um ddC 
em algum ponto durante a síntese O resultado è uma solução com 
tendo uma mtslura de fragmentos marcador cada um terminando 
com um resíduo de C. Cada resíduo dè C na sequência gera um 
tOfifunlG de fragmentos de um tamanho pamcuíar tal que os frag- 
mçnioi de diferentes tamanho*, separado* peia eteuolofese, reve- 
lem a iocalízaçáD dos resíduos de C Esse procedimento è repetido 
separadamente para cada uma das quatro ddNTPs, e a seqúència 
pode ser rida díetamante de um auto-radograma do gei. Pelo fato 
de Os fragmentes culos òq DMA mirarem itiáts ràpidío, os frag- 
mentos perto da base do gel representam as pospões dos nudeotí- 
déós mars pfánmes ao tnoador ia etrremniade 5‘) e a sequência é 
lida (na direção 5'^3'í a pád-r da base ate o topo Observe que a 
sequência obtida e aquela da fila corqpdementar a Ida a ser analisada 
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O seqüenc Lamento do DNA é facilmente automatizado, 
usando uma variação do método de seqüencmmento de Sanger» 
em que o dídesoxinudeotídeo usado para cada reação é marca- 
do com um sinal fluorescente de cor diferente (Fig. 10-37). Essa 
tecnologia permite que a seqüéncia de milhares de nucleotídeos 
possa ser obtida em algumas horas e projetos de seqüenriainen- 
to de DNA muito grandes possam ser contemplados. O mais 
ambicioso deles, agora em execução, é o Projeto Genoma Hu- 
mano, em que todos os 3 bilhões de pares de bases do DNA de 
ama célula humana estão sendo seqüenciados. 

A síntese química do DNA foi automatizada 

Uma outra tecnologia que abriu o caminho para muitos avan- 
ços bioquímicos é a síntese química dos oligonucleotídeos com 
qualquer seqílénda escolhida. Os métodos químicos para a sín- 
tese dos ácidos nudéicos foram desenvolvidos inídalmente por 
11. Gobind Khorana e seus colaboradores nos anos 1970. O refi- 
namento e a automatização desses métodos tornaram possível sin- 
tetizar fitas de DNA rápida e preclsamente, A síntese é realizada 
com a fita em crescimento ligada a um suporte sólido (Fig. 10- 
38), usando princípios semelhantes àqueles usados por Merri- 
field na síntese de peptídeos (veja Fig. 3-29). A eficiência de cada 
etapa de adição é muito alta, permitindo a síntese de polímeros 
de 70 ou SO nucleotídeos rotineiramente no laboratório, e em 
alguns laboratórios fitas muito mais longas são sintetizadas. A 


disponibilidade de polímeros de DNA relativamente baratos, com 
seqüências previa mente planejadas» está tendo um poderoso im- 
pacto em todas as áreas da bioquímica (Capítulo 29). 

Outras Funções dos Nucleotídeos 

Além do seu papel como subun idades dos ácidos nudéicos, os 
nucleotídeos possuem uma variedade de outras funções em cada 
célula: como transportadores de energia, componentes de co- 
fatores enzimáticos e mensageiros químicos. 

Os nucleotídeos transportem 
a energia química nas células 

O grupo fosfato ligado covalentemente à 5 H -hidrojdla de um ribo- 
nudeotídeo pode possuir um ou dois fosfátos adicionais ligados. 
As moléculas resultantes são referidas como nudeosídeos mono, 
di e trifbsfatos, respectivamente ( Fig. 10-39). Começando da ri- 
bose, os três fosfátos são geralmente marcados como Ct, p e y, A 
hidrólise dos nudeosídeos trifosfatos fornece a energia química 
para direcionar uma grande variedade de reações bioquímicas. 
O adenosina 5'-trifò$fáta, o ATP» é de longe o mais largamente 
usado para esse propósito, mas o UTP» o GTP e o CTP são tam- 
bém usados em algumas reações. Os nudeosídeos trifosfatos 
também funcionam como precursores ativados da síntese do 
DNA e do RNA, como será descrito nos Capítulos 25 e 26. 
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Figura 10-37 - Estratégia para automatizar as reações de seqüen- 
riamentodo DNA. Cada didesoxinueleotídeo usado no método de San- 
ger pode ser ligado a uma molécula flu-onesoente que fornecerá a todos 
■ra fragnwntos terminados com aquele nudeotídeo uma cor particular. 
Tqdos os quatro ddNTP marcados são adicionados a um mesmo tuba. Os 
fragmentos de DNA coloridas resultantes são então separados num gel 
eletroforético único contido num tubo capilar (um refinamento da ele- 
troforese de gel que permite separações mais rápidas). Todos os frag- 
mentos de um certo comprimento migrarão através do gel-capilar ngm 
único pico e a cor associada a cada pico sucessivo é detectada usando 
um feixe de laser. A seqüênóa de DNA é lida pela determinação da se- 
qüència de cores nos picos, à medida que eles passam pelo detector, Essa 
informação ê fornecida diretamente a um computador, que determina a 
Sequência. 
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Figura 10-38 - Síntese química do DNA A sintese automati- 
zada do DMA é conceitua Imante semelhante á síntese dos poli- 
peptídeos no estado sólido. 0 nucleotídeo é construído num 
suporte súlido ísFlica), um nucleotídeo por vez, numa série de 
reações químicas repetidas com precursores nudeotidicqs ade- 
quadamente protegidos. ©G primei no nucleotídeo {que será a 
extremidade 3 r ) e ligado ao suporte de silics pela 3'-Ndnoxila 
(por meio de um grupo de Ngação R) e é protegido na 5 r -hidrq- 
xila com um grupo dimetoxitritil ácido lábil (DMT). Os grupos 
reativos em todas as bases são também quimicamente bloquea- 
dos. Q) O grupo protetor DMT è removido pela lavagem da 
coluna com ácido (o grupo DMT è colorido, de forma que essa 
reação pode ser seguida espectrofetometricamente). © O nu- 
deotldeo seguinte è ativado com um grupo diisopropilamino e 
reage com o nucleotídeo ligado, formando uma iigação 5'-3 f 
que na etapa @ é oxidada com iodo produzindo uma ligação 
fosfotrréster. (Um dos oxigénios do fosfato carrega um grupo 
protetor danoetil.) As reações Q> a @ são repetidas até que 
todos os nucleotldeos sejam adicionados. Em cada etapa, o nu- 
deotideo em excesso é removido antes da adiçáo do nudeotl- 
deo seguinte. Nas etapas © e ©, os grupos protetores rema- 
nescentes nas bases e os fosf atos são removidos e, em Q ) , o 
oligonucleotlcfeo é separado do suporte sólido e purificado. A 
química da sintese do RNA ficou muito atrás da síntese do DNA 
por causa das dificuldades em proteger a 2'-hidroxila da ribose 
sem efeitos adversos na reatividade da 3 r -hidroxila. 
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Figura 10-39 ~ Estrutura geral dos nucleosldeos 5 J -mono, di e trifosfatos {NMPs r NDPs e NTPs) e suas abreviações-padrão. Nos desoxirribonudeosldeos 
fosfatas {dNMPs, dNDPs e dlMTPs) â pentose é à 2 r -desoxi-D-ribose. 


A energia liberada pela hidrólise do ATP e outros nucleosí- 
deos trifosfatos provém da estrutura do grupo f ri fosfato, A liga- 
ção entre a ribose e o fosfato a é uma ligação éster. As ligações 
a,|3 e P,y são anidridos do ácido fosfórico (Fig, 10-40), A hidró- 
lise da ligação éster produz cerca de 14k.J/moK sob condições- 
padrão» enquanto a hidrólise de cada uma das ligações anidrídi- 
cas produz cerca de 30kJ/mol. A hidrólise do ATP freqüentc- 
mente desempenha um papel termodinâmico importante nas 
biossinteses. Quando acoplada a uma reação com uma variação 
de energia livre positiva, a hidrólise do ATP desloca o equilíbrio 
do processo global» favorecendo a formação do produto (recor- 
de a relação entre a constante de equilíbrio e a variação de ener- 
gia livre, descrita pela Equação 8-3 na pág. 193), 
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fosfórico do ATP. A hidrólise de uma ligação ànidrido praduz mais ener- 
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xílico são mostrados para comparação. 
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Os nucleotídeos de adenina são componentes 
de muitos co-fatores enzim áticos 

Uma variedade de co-fatores enzimátieos que ajudam um lar- 
go espectro de funções químicas induem a adenosina como 
parte da sua estrutura (Fig. 10-41). Eles são estruturalmente 
não -relacionados, exceto pela presença da adenosina. Em ne- 
nhum desses co-fatores a porção adenosina participa direta- 
mente da função primária, mas a remoção da adenosina dessas 
estruturas resulta em unta drástica redução de suas atividades. 
For exemplo, a remoção do nucleotídeo da adenosina (3 r -fosfo- 
adeno&ina d i fosfato) do acetoacetil-CoA, derivativo da coenzi- 
ma A do acetoacetato, reduz sua reatividade como substrato para 
a (J-cetoacil-CoA transferas* (uma enzima do metabolismo dos 
lipídios) por um fator de IO 6 . Embora a razão para essa exigên- 
cia de adenosina não tenha sido examinada minuciosamente, 
deve envolver a energia de ligação entre a enzima e o substrato 
(ou eo-fator) que é usado tanto na catálise quanto para estabili- 
zar o complexo iniciai enzima-substrato (Capítulo 8). No caso 
da J3-cetoadl-CoA transferas*, a porção nucleotídea da coen- 
zima A parece ser uma "alavanca” que ajuda a puxar o substra- 
to (acetoacetil-CoA) para dentro do sítio ativo. Papéis seme- 
lhantes podem ser encontrados para a porção nucleosídica de 
OUtros ca-fatores núcleo tídeus, 

Por que é a adenosina, em vez de alguma outra molécula 
maior, a usada nessas estruturas? A resposta pode envolver uma 
espécie de economia evolucionária. A adenosina certamente não 
é ímpar na quantidade de energia de ligação potencial que possa 
oferecer. A importância da adenosina provavelmente está não 
tanto em alguma característica química especial, mas sim na 
vantagem evolucionária de usar um composto para papéis múl- 
tiplos. Desde que o ATP se tornou a fonte universal da energia 


química, os sistemas evoluíram para sintetizar ATP em maior 
abundância do que outras nudeotldeos; pelo fato de ele ser abun- 
dante, tornou-se a escolha lúgica para ser incorporado numa 
variedade de estruturas, A economia estende-se para a estrutura 
proteica. Um domínio proteico que liga adenosina pode ser usado 
numa grande variedade de enzimas. Tal estrutura, chamada de 
dobra de ligação dos nudeotídeos, é encontrada em muitas en- 
zimas que ligam o ATP e co-fatores nudeotídicos. 

Alguns nudeqtídeos sá 0 moléculas regulatòrias 

As células respondem a seu ambiente retirando informação de 
hormônios e outros sinais químicos no meio circundante, A 
interação desses sinais químicos extracdu lares (mensageiros 
primários) com receptores na superfície celular frequentemente 
leva â produção de mensageiros secundários dentro da célula 
que, por sua vez, leva às alterações adaptativas no interior da 
célula (Capítulo 13). Freqüentemente, o mensageiro secundário 
é um nucleotídeo (Fig, 10-43). Um dos mais comuns é o adeno- 
sina 3\5'-monofosfato cíclico (AMP-cí clico, ou cAMP), forma- 
do a partir do ATP numa reação catalisada peia adenilato ci da- 
se, uma enzima associada com a face interna da membrana plas- 
mática. O AMP-dcliço desempenha funções regulatórias 
virtualmente em toda célula fora do reino vegetal. O guanosina 
3 J ,5 r -monofosfato cíclico (cGMP) ocorre em muitas células e 
possui também funções reguiatórias. 

Um outro nucleotídeo regulador, o ppGpp (Fig, 10-42), é 
produzido por bactérias em resposta á diminuição na síntese 
protéíca que ocorre durante a desnutrição. Esse nucleotídeo ini- 
be a síntese das moléculas do rRNA e tRNA {veja Fig, 28-26) 
necessária para a síntese de proteínas, prevenindo a produção 
desnecessária dos ácidos nucléicos. 
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Resumo 


Os nudeotídeos desempenham um conjunto diver- 
so de funções importantes nas células. Como subu- 
nidades dos ácidos nucléicos des transportam a in- 
formação genética. Eles sâo também os transporta- 
dores primários da energia química nas célula s n 
componentes estruturais de muitos co- fatores en- 
zimátioos e mensageiros secundários celulares. 

Um nudeotídeo consiste de uma base nitroge- 
n&da (purina ou pirimidina), um açúcar pentose e 
um ou mais grupos fosfates. Os ácidos nucléicos 
são polímeros dos nudeotídeos* unidos por ligações 
fosfodiéstenes entre a B^-hidroxila de uma pentose e 
a J'-hidroxila da seguinte. Há dois tipos de ácidos 
nucléicos: RNA e DNA. Os nudeotídeos no RNA 
contém ribose e as bases pirimidíniças comuns são 
a uradla e a citosina. No DNA* os nudeotídeos con- 
têm a 2'desaxírribose e as bases pirimidíniças são 
geralmente a timina e a citosina. As purinas primá- 
rias, tanto no RNA quanto no DNA, sâo a adenosi- 
na e a guanosina. 

Muitas linhas de evidência mostram que o DNA 
contém a informação genética. Em particular, o ex- 
perimento de Avery-MacLeod-McCarty mostrou 
que o DNA isolado da cepa de nma bactéria podia 
entrar e transformar as células de uma outra cepa. 
dotando-a com algumas características herdáveis da 
doadora, O experimento de H e rs hey- Chase mostrou 
. que o DNA de um vírus bacteriano, mas não sua 

capa protéica, transporta a mensagem genética para 
a replicação do virus na célula hospedeira, 

Â partir dos estudos de difraçãd de raios X de 
fibras do DNA realizados por Franklin e Wilkins e 
da equivalência de bases no DNA, descoberta por 
Chargaff (A = T eG=C), Watson e Crick postula- 
ram que o DNA nativo consiste de duas cadeias an- 
tipa rale las num arranjo de duplas hélices enroladas 
no sentido da mão direita, Pareamentos de bases 
complementares À=T e Gü=sC são formados por 
pontes de hidrogênio dentro da hélice e os esquele- 
tos hidrofílícos açúcar- fosfato são localizados no ex- 
terior. Os pares de bases sáo empilhados perpendi- 
cu la rmente ao eixo longn, separados 3,4Â entre si; 
há cerca de 10,5 pares de bases em cada volta com- 
pleta da dupla hélice, 

O DNA pode existir em várias formas estrutu- 
rais. Duas variações da forma B do DNA de Watson- 
Cricfc, as formas AeZ, têm sido caracterizadas em 
estruturas cristalinas do DNA, A hélice de forma A 
é mais curta e de diâmetro maior que uma hélice 
de forma B de mesma seqüência. A forma Z é uma 
hélice que se enrola no sentido da mão esquerda, 
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Algumas variações estruturais dependentes da se- 
qüéncia provocam curvatura no DNA. As fitas de 
DNA com repetições invertidas autooomplemen- 
tares podem formar estruturas em grampo ou cru- 
dformes. Alguns segmentos de polipirimidina ou 
poli purinas podem parear com fitas adicionais ou 
dúplex de sequência apropriada para formar um 
DNA tríplex ou tetrapkx. Trechos de polipirimidina 
arranjados em repetições do tipo espelho podem ad- 
quirir uma estrutura de tripla hélice, chamada de 
DNA H. 

O RNA mensageiro é o veículo pelo qual a in- 
formação genética é transferida do DNA aos ri- 
bossomos para a síntese de proteínas. O RNA de 
transferência e o RNA ribossòmico estão também 
envolvidos na síntese protéica. O RNA pode ser 
estruturalmente complexo, com fitas de RNA sim- 
ples freqüen temente dobradas em grampos, re- 
giões de fitas duplas e alças complexas. 

O DNA nativo sofre desenrolamento reversível 
e separação (fusão) das fitas quando aquecido ou 
em extremos de pH. Pelo fato de os pares de bases 
GmiC serem mais estáveis que os pares A=T* o 
ponto de fusão dos DNAs ricos em pares de G»C 
é maior que o dos DNAs ricos em pares A=T, 
Fitas simples de DNAs desnaturados de duas es- 
pécies podem formar um dúplex híbrido, o grau 
de hibridização dependendo da extensão da ho- 
mologia de seqüência. A hibridização é a base para 
importantes técnicas usadas para estudar e isolar 
genes específicos e RNAs, 

O DNA é um polímero relativamente estável 
Reações espontâneas, como a desaminaçio de certas 
bases, a hidrólise das ligações jY-glicosídicas entre 
açúcar-base, a formação de dímeros de piritnidina 
induzida por radiação e a lesão oxidatíva, ocorrem 
em velocidades muito lentas, mas .são importantes 
por causa da tolerância muito baixa das células por 
alterações no material genético. Sequências de DNA 
podem ser determinadas e polímeros de DNA sin- 
tetizados, usando-se protocolos automatizados sim - 
ples envolvendo métodos químicos e enzimáticos, 

O ATP é o transportador central da energia quí- 
mica nas células. A presença da porção adenosina 
na estrutura de uma variedade de co- fatores enzi- 
máticos pode também estar relacionada com, as exi- 
gências da energia de ligação. O AMP-cíclieo, for- 
mado a partir do ATP numa reação catalisada pela 
adenilato dclase, é um mensageiro secundário co- 
mum. produzido em resposta a hormônios e ou- 
tros sinais quimicos. 
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ca dos nudeotídeos c ácidos nucléicos. 

Hecht SM (ed). (1996) Bioorganic Chcmistry: NudekAc - 
rds, Oxford Univcrsity Press, Oxford. 

Um conjunto de artigos muito úteis. 

KornbergÀ A Baker TA. (1991) DNA Replkation , Znd edn. 
W.H. Freeman and Company. New York, 


Problemas 


O melhor texto para. começar a aprender mais sobre a 
estrutura do DNA, 
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de prupúritra em biotecnologia. 
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Minircvisáo, «itt mm ma cancisú. 
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cevny of DNA, Dow Ptihbcflfxms, Inc^ Sw York 
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], Determinação da concmtrnçlo protéie* pelo absorção 
UV em uma solução contendo proteínas e ácidos nudéi- 
cos, A concentração de proteínas íju ácidos nudéicos cm 
solução pode ser estimada usando as suus diferentes pro- 
priedades de absorção da luz: as pmlelnàs possuem uma 
forte absorção centrada no comprimento dc onda 280nm h 
enquanto os árido? niiclékoa absorvem mais fortemente 
em 2CUnm, Suas respectivas concentntçâc* em uma mis- 
tura podem ser estimadas medindo -xr a obsurbância (A) 
da solução em 2B0nm e 260 nm e uiando-sc a tabela a 
seguir, que fornece a R a razão da abwrbància cm 
280 e IbOrtm; a porcentagem da massa foial que e de áci- 
do nuriéico. e um fator F . que corrige a kit ura cm A» c 
fornece imu estimativa mais acurada da proteína. A con- 
centração prottíca tem mg/mL) «Fu A^ ( assumindo 
que a cubeta tem i cm de largura) Cakulc i concentra- 
ção piottka em uma solução de Ajh - 0^69 c Aym = 0,94. 


&2K21E 

proporçio d* 
ãodo nucléico (%) 

F 

1.75 

0,00 

1,1 Tfi 

1.65 

0 25 

1,081 

1.52 

0.50 

1,054 

1,40 

0.75 

1,021 

136 

1.00 

0.954 

1.30 

1.25 

0,970 

1.25 

1.50 

0.944 

1.16 

2,00 

0,899 

1.09 

2,50 

0.852 

1.03 

3.00 

0.814 

0,379 

3,50 

0,776 

0,939 

4,00 

0,743 

0,874 

5,00 

0,682 

0.S4S 

5,50 

0,656 

0,822 

6,00 

0,632 

0,804 

6.50 

0,607 

0,784 

7,00 

0,585 

0,767 

7,50 

0,565 

0,753 

8,00 

0,545 

0,730 

9,00 

0.508 

0.705 

10,00 

0,470 

0,671 

12,00 

0,422 

0,644 

14,00 

0377 

0.615 

17,00 

0322 

0,535 

20.00 

0,278 


2, Estrutura nucleotidica. Que posições no anel da puri' 
na de um nucleoildeo de purina no DNA possuem o 
potencial de formar pmites de hidro^nio» mas não estão 
envolvidas nos pareamentos de buses de Watson-Crickí 

3. SeqíLéncia de baan dus fitas complementares de DMA 
Uma fita da dupla hílke de DNA possui a sequência 
(5' )GCCíCAATATTTcrrcl A AAATATTGCGC( 3' ) . Escreva 
a seqüfnria de bases da fita complementar Que tipo es- 
pecial de seqUéncia está contido nesse segmento de DMA 1 
A dupla fita de DMA possui o potencial de formai quais- 
quer estruturas alternativas? 

A O DMA do corpo humano. Cakule o peso em grimas 
de uma molécula de DNA dupla hehce esikuda da Terra 
aléa Lua ( ^320.000kttil. A dupla hdke de DNA pesa osa 
de l i IO-''**** 1.000 pares de nucieiAkieau cada par dc 
bases tem 3,4^ de <xirm*o. Para uma comparação inic- 
res&anre, seu corpo contem cerca de O Sg de DNA5 
5- CurratuTa do DNA. Auunu que um trecho poÜ(A) 
com ánco pares dc batt? pmdiiu uma curvatura dc cer- 
ca dc 20“. Calcule i curvatura total pioduiikia no DNA 
se os pares de bares cemrais to terceiro de cinco) dç doê 
trechos uKGHnn (dA)s ewtverem localizados (a) 10 oo 
(h) 15 pares de base* reparadot Assuma que ha 10 pares 
de bases por wha na dupla hélice. 

A DirtiOção cTftreai estniEuru du DNA edo RNA. Gram- 
pos podem -re íormar Mi sequências palmdr6rnkas de 
fitas simples de DNA ou RN A Como a est rutura hriiari- 
dal de um pampo de RN A longo c lúulmase paretòo 
(exceto na extremididr). difere daquela de um grampo 
de DNA? 

7. Química dos nuclrolldcos. Nas células de muitos on 
ganismos cucariótkos há shtemas allnmentc cspccitiLiza- 
dos que reparam especifica mente pareamentos inadequa- 
dos de G-T no DNA. lisse parca mento é reparado para 
formar um par de base G«C (e níü A=T). Esse sistema 
de reparo de parca me mo inadequado G-T ocorre em 
adição j um sistema mais geral que repara virtualmente 
todos as desparcamentos. Você pode pensar em uma ra- 
zão por que as células requerem um .sistema especializa- 
do pifa reparar o pareamemo inadequado de G-T? 

8, Estrutura do 4ddo nucléico. Explique por que há um 
aumento na absorção da luz LTV (efeito hipercrdmko) 
quando a dupla fita dc DMA é desnaturada. 


9. Pareamento de base no DNA. Mas amostras de DNA 
isoladas de duas espécies não identificadas de bactéria* a 
adenina perfez. 32% e 17% do total das bases* respectiva- 
mente. Quais proporções relativas de adenina, guanina, 
timina e dtosiua você esperaria encontrar nas duas amos- 
tras de DNA? Que suposições você fez? Uma dessas bac- 
térias foi isolada de uma fonte quente (64^). Qual DNA 
veio dessa bactéria termofilica? Qual foi a base para sua 
resposta? 

10. SeqUendamento do DNA, O fragmento de DNA mos- 
trado a seguir foi seqúenciado pelo método de Sanger. O 
asterisco em vermelho indica um marcador fluorescente, 

*5 r 3' -OH 

3 r ATTACGCAAGGACÂTTAGAC- ■ '5' 

Uma amostra do DNA reagiu com a DNA polimcrase é 
cada uma das misturas de nudeotideos (.num tampão apro- 
priado) listadas abaixo. Didcsosinuclcotídcos (ddNTPfc) 
foram adicionados em quantidades relativa mente pe- 
quenas, 

L. dATfc dTTP, dCTP, dGTP, ddTIT 

2. dATp dTTP, dCTP, dGTp ddGTP 

3. dATp dCl'P. dGTp ddTTP 

4. dATK dTTP, dCTP dGTP 

O DNA resultante foi separado por eletroforese em gei 
dc agarosc, c as bandas fluorescentes no gei foram locali- 
zadas. O padrão dc bandas resultantes da mistura L de 
nudeotideos é mostrado. Assumindo que todas as mis- 
turas corressem no mesmo gel, que aparência teriam as 
tinhas restantes du gel? 



11, Solubilidade dos componentes do DNA, Desenhe as 
seguintes estruturas e classifique suas solubilidades rela- 
tivas na água (do mais para o menus solúvel): desoxirti- 
bose, guanina, fosfato. Como essas solubilidades são com- 
patíveis com a estrutura tridimensional tia dupla fita de 
DNA? 

12, A fosfodiesterase do veneno de serpentes, Uma exo- 
nucleasç é uma enzima que seqtiencialmente cliva os 
nudeotideos a partir da extremidade de uma fita de po- 
linudeotídeo. A fojifodíesterase do veneno de serpentes, 
que hidralisa nudeotideos a partir da extremidade 3 J de 
algum nligonudeotídeo com um grupo 3'-hidroxila, di- 
va entre a 3'-hidroxila da ribose ou desoxirribose e o gru- 
po fosfori! do próximo nucleotídeo. Ela age cm fita sim- 
ples de DNA ou KNÀ e não possui cspcdftcidadc dc base. 


Essa enzima foi usada cm experimentos dc determinação 
de scqüéuda antes do desenvolvimento das técnicas mo- 
dernas dc scqúendamento de ácidos nudéicos. Quais são 
os produtos da digestão parda] pela fosfodiesterase do 
veneno de serpentes de um oligonudeotícteo com a se- 
quência (5')GCGCOAUUGC(3') — OH? 

13. Preservando o DNA nos endosporos bacterianos. Os 
endosporos bacterianos se formam quando o ambiente 
não conduz mais a um metabolismo celular ativo. À bac- 
téria do solo Bacilhis subftiis, por exemplo, começa o pro- 
cesso de csporulação quando um ou mais nutrientes são 
depktados. O produto final c uma estrutura pequena, 
metabolicamentc dormente, que consegue sobreviver 
quase indcfinidamcnfe sem nenhum metabolismo dctec- 
tável. Os esporos possuem mecanismos para prevenir o 
acúmulo de mutações potencialmente letais no seu DNA 
durante períodos de dormência que podem exceder 1 ,000 
anos. Os esporos do Racilhts svbtilis são muito mais resis- 
tentes do que as células dc crescimento du organismo ao 
calor, à radiação UV e aos agentes oxida ntes, todos jos 
quais promovem mutações. 

(a) Um fator que previne a lesão potencial do DNA 
nos esporos é o seu conteúdo de água grandemente di- 
minuído. Como isso afetaria alguns tipos de mutação? 

(b) Gs endosporos possuem uma categoria dc proteí- 
nas chamadas dc proteínas ácido-solúveis pequenas 
(SASPsh que se ligam ao seu DNA, prevenindo a forma- 
ção de dimeros do tipo ciclobutano, O que induz os dSme- 
ros de ciclobutano e por que os endosporos bacterianos 
necessitam de mecanismos para prevenir a sua formação? 

Bioquímica na internet 

14. A estrutura do DNA. À elucidação da estrutura tridi- 
mensional do DNA ajuda os pesquisadores a entender 
como essa molécula transporta a informação que pode 
ser replicada fielmente de uma geração para a próxima. 
Para ver a estrutura secundária da dupla fita dc DNA, 
visite a página da Web que tem o "Protein Data Bank* 
{Banco de Dados dc Proteína}, Use os PDR de identifica- 
ção listados abaixo para encontrar as páginas de dados 
para as duas formas de DNA, Abra essas estruturas usan- 
do Chimie e as diferentes opções para completar os exer- 
cícios seguintes. 

(a) Obtenha o arquivo para a Hl D, uma sequência 
altamente conservada de uma região de repetição longa 
termina! do HIV-I. Exiba a molécula como uma estru- 
tura de bastão ou bola -e- bastão. Identifique o esqueleto 
açúcar- fosfato para cada fita do DNA dúpkx. Localize c 
identifique as bases individuais. Qual é a extremidade 5' 
dessa molécula? Localize o sulco principal e o secundá- 
rio, Ela é uma bélice de mão esquerda ou direita? 

{b) Obtenha o arquivo para a 145D, DNA na confor- 
mação Z. Exiba a molécula como uma estrutura de bas- 
tão ou bola-e-bastão. Identifique o esqueleto açúcar-fos- 
fato para cada fita do DNA duplex. Ela é uma hélice de 
mão direita ou esquerda? 

(t) Para apreciar totalmente a estrutura secundária 
do DNA ative a opção stereo no visor. Você verá duas 
imagens da molécula do DNA. Posicione seu nariz a apto- 
ximadamente 25cm do monitor e focalize a extremidade 
de seu nariz. No fundo você verá três imagens da hélice 
do DNA. Mude seu foco da extremidade do nariz para o 
meio da imagem, que deverá aparecer em três dimen- 
sões, Para outras dicas veja o Guia de Estudo ou http;// 
wwvr.WDrthpublisbexs.com/klmmger. 
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CAPfTULO 1 1 


Lipídios 


Oi lipídios biológkos constituem um grupo de compostos que, 
apear de quimicamente diferentes entre si, exibem, como ca- 
racterístka definidora e comum, insolubilidade em água. Ai fun- 
ções biológicas dos lipktios são tão diversas quanto a sua quí- 
mica. Em muitos organismos,, gorduras e óleos são as principais 
formas de armazenamento de energia. Fosfblipidios r csteróis 
são os principais elementos eslrulurais de membranas biológi- 
cas. Ou tios lipídios, mesmo quando presentes em quantidades 
relativa mente pequenas, lèm papéis cruciais como eo- fatores 
enzimâticost transportadores de elétrons, pigmentos que absor- 
vem radiações luminosas, âncoras hidrofóbicas, agentes emulsi- 
fi cantes, hormônios e mensageiros intracelulares. Este capitulo 
estuda os lipídios representativos de cada tipo, com ênfase na 
sua estrutura química e nas suas propriedades físicas. 

Lipídios de Armazenamento 

As gorduras e os óleos usados quase universal mente como for- 
mas de armazenamento de energia nos organismos vivos sâo de- 
rivados de ácidos graxos. Os ácidos graxos são derivados dos 
hidrocarbo netos. nó me$mo baixo estado de oxidação íou seja, 
tio alta mente reduzidos f como os hidrocarbonetos em combus- 
tíveis fósseis. A oxidação cdukr de ácidos graxos ÍCO ; c HjOh 
da mesma maneira que a combustão controlada c rápida dc com- 
bustíveis fôsseis em motores de combustão interna, é ai lamente 
txergòmca, 

Introduziremos, a seguir, a estrutura e a nomenclatura dos 
ácidos gr mos usualmente encontrados em organismos vivos. 
Dois tipos de compostos que contém addos graxos. triacUglke- 
róis e ceras, são descritos [ara ilustrar a diversidade de estrutura 
e de propriedades físicas nessa farnüia de compostos. 

Os ácidos graxos são dorivados 
dos hidrocarbonetos 

Os ácidos graxos slo ácidos cárboxílkos com cadeias htdrocar ' 
bonadas de comprimento entre 4 e 36 carbonos (C 4 a Em 
alguns ácidos graxos, essa cadeia é total mente saturada (nâo con- 
tem duplas ligações) c não- ramifica da; cm outros, a cadeia con- 
tém uma ou mais duplas lígaçòes (Tabela 11-1). AJguns poucos 
contém anéis de três carbonos, grupos hidroxila ou ramifica- 
ções através do grupo metÜa. Uma nomenclatura simplificada 
para esws compostos especifica o comprimento da cadeia e 0 
número de duplas ligações, separados por dois- pontos; o ácido 
pal mítico, saturado e com 16 carbonos, é abreviado em 16:0, c o 
ácido oléko» com 1 8 carbonos e uma dupla ligação, em 1 8 : L As 
posições de quaisquer duplas ligações são especificadas por nú- 
meros superescritos a seguir da letra grega A (delta); um ácido 
graxo com 20 carbonos e uma dupla ligação entre C-9 e C-10 
(C-1: o carbono carhoxíUco) e uma outra entre C-12 e C- 13 é 
designado 20:2 (A 4,12 ). Os ácidos graxos de ocorrência mais frc- 
q dente têm um número par de átomos de carbono em uma ca- 


deia não- ramificada de 12 a 24 carbonos (Tabela 1 l-i). Como 
veremos no Capitulo 2 1, o número par de carbonos resulta da 
maneira como esses compostos sâo wmettzados, a quãTêõvõbe 
condensação de unidades die acetato (dois átomos de carboiw}- 
A localização das duplas ligaçóes também é regular, na 
maioria dos ácidos graxos mo n oi n saturados, a dupla liga- 
ção está entre C-9 e C- 10 {&*>. e outras duplas ligações de 
ácidos graxos polím saturados slo geralmente A iJ e A’\ (Áci- 
do araquidônico é uma exceção a essa generalização-} A* 
duplas ligações dos ácidos graxos insa lurados quase nunca 
são conjugadas (alternando ligações simples e duplas como 
em — CH=CH — CH =CH — ), mas sáo separadas por um gru- 
po meríleno ( — CH = CH — CH 2 — CH— CH — ). Em quase 
todos os ácidos graxos insaturados que ocorrem na nature- 
za, as duplas ligações estão na configuração çis. 

As propriedades físicas dos ácidos graxos e dos compostos 
que os contêm são principal mente determinadas pelo compri- 
mento e pelo grau de insaturaçáo da cadeia de hidrocarboneto. 
A cadeia de hidrocarboneto não- polar è a responsável pela pe- 
quena solubilidade de ácidos graxos na água. O ácido láurico 
(12:0, M r 200), por exemplo, tem solubilidade em água de 
Q t 063mg/g — muito menor do que a da glicose (Ai r 180}, que é 
de 1.1 00 mg/g. Quanto mais Longa for a cadeia acila do ácido 
graxo e menor o numero de duplas ligações, menor será a.solu- 
bil i dade em água. O grupo ácido cá rboxilico é polar te ionizado 
em pH neutro) e responsável pela pequena solubilidade em água 
de ácidos graxos de cadeia curta. 

Pontos de fusão também são fartemente influenciados pelo 
comprimento e pelo grau de insaturaçáo da cadeia hidrocarbo- 
nada. Em temperatura ambiente (25*C), os áddos graxos satu- 
rados de 1 2:0 a 24.*0 té m consistência ccrosa, enquanto os ácidos 
insaturados do mesmo comprimento são líquidos oleosos. Es 
üs diferenças nos pontos de fusão são devidas a diferentes graus 
de em pacotamento das moléculas de ácido graxo ( Fig. 1 1 - 1 f Sòs 
Compostos compktamcnte saturadas, a livre meação em tomo 
de cada ligação carbono- carbono proporciona grande flexibili- 
dade a cadeia de hidrocarboneto: a conformação mais estável é a 
forma completamente estendida, na qual a interferência cstêrica 
dos átomos vizinhos é mínima. Essas moléculas podem se agru- 
par de forma compacta formando arranjos quase cristalinos, com 
os átomos ao longo de sua cadeia em conta to de van der Waals 
com os átomos da cadeia vizinha. Nos ácidos graxos insatura- 
dos, uma dupb ligação em ris provoca curvatura na cadeia de 
hidrocarboneto. Ácidos graxos com uma ou mais dessas curva- 
turas não podem se agrupar de forma tão compacta como os 
ácidos graxos totalmente saturados, e as interações entre eles são 
conseqüentemente mais fracas. Como se gasta menos energia 
térmica para desfazer esses arranjos ffacamente ordenados de 
ácidos graxos insaturados, estes possuem pontos de fusão con- 
sideravelmente mais baixos que os ácidos graxos saturados com 
o mesmo comprimento de cadeia í Tabela l!*t). 
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Tábela 11-1 - Alguns ácidos graxos de ocorrência natural 







Solubilidade a 30 B C 
(mg/g solvente) 

Esqueleto 

carbônico 

Estrutura* 

Nome sistemãtko’ 

Nome comum 
(derivação) 

Ponto de 
fusão (°a 

Água 

Benzeno 

12:0 

CH s (CH a ) ia COOH 

Acido n-dtodecan.óico 

Acido láurico 
(do latim, laurus, 
"árvore do louro") 

44,2 

0,063 

2,600 

14:0 

CHsfCHaJuCOOH 

Acido mtetradecanóico 

Ácido mirlstico 
(do latim, Myfistíea, 
gênero da noz moscada) 

53.9 

0,024 

874 

16:0 

CH 3 (CHj)hCOOH 

Açido n-hexadecanóica 

Ácido palmftico 
{do latim, pafrna, 
"palmeira") 

63,1 

0,0083 

348 

18:0 

CH 3 (CH z ) 1& COÜH 

Acido n-octadecanõico 

Acido esteárico 
(do grego, slear, 
"gordura dura") 

69,6 

0,0034 

124 

20:0 

CH 3 (CH 3 ) 1b COOH 

Ácido n-eicosanóico 

Acido araqufdico 
{do latim, Arariws, 
gênero dos legumes) 

76,5 



24:0 

CH 3 {OHí) Z2 COOH 

Ácido n-tetracosanóKO 

Acido lignocénco 
(do latim, fignum, 
"madeira" +■ cera") 

86, 0 



16:1 (A 9 ) 

C H 3 (C H 2 ) s CH=CH(CH 2 >jC ooh 

Ácido as-9-hexadecenóico 

Acido palmitoléko 

-0,5 



18: lí A 9 ) 

C H^C H 2 ) 7 CH =CHÍCHj) 7 C ooh 

Ácido cj5-9-octadecenúico 

Acido oléico 

(do latim, ofeum, "Oleo") 

13,4 



18f2(A 9 - u ) 

CH. ? ÍCH ? )4CH=CHCH 7 CH= 

CHCCH^COOH 

Ácido ris-,ris-9, 12- 
octadecadienpico 

Ácido linoléico 
(do grego, f/norc, "linho") 

-5 



18:3(i s ' ,i '' 5 ) 

CHjCH 2 CH=CHCH ? CH= 

CHtH z tH=CH(CH z )rCOGH 

Ácido Cíí-jrií-, çfs-9, 12,15- 
octadecatrienóico 

Acido a-linolênico 

-11 



20:4^8, u.U) 

ChUÍCH Z ) 4 C H — C HC H 3 CH= 
C HCH Z CH =CHC H;C H s= 
CH{CH z ) 3 COOH 

Ácido ris-, ris-, ris-, ris-5,8, 11,14- 
icosatetraenpico 

Ácido araquidòmco 

-49,5 




'Tqkk as ácidos têm suas fórmulas apresentadas na fôrma nãõ-ionizada. Em pH 7, todos os ácidos graxgs livres têm um earboxifato ionizado. Note que a 
numeroso dos átomos de carbono se imda no carbono carbaxiko. 

r 0 prefixo "n-" indica uma estrutura "normal", náo-ramif içada. Por exemplo, "dodecanóico" simplesmente mdita 12 átomos de carbono, que poderiam ser 
dispostos em uma variedade de formas ramificadas; "n-dodecendico" especifica a fôrma linear, não-ramif içada. Para ácidos graxas insaturados, a configuração 
dl cada dupla ligação está indicada; em ácidos graxos biológicos, a configuração ê quase sempre cfs. 




Figura 11-1 - Justaposição de ácidos graxos em agregados estáveis. A extensão do empacotamento depende do grau de saturação, 
(a) Duas representações de ácido esteárico completa mente saturado (estearato em pH 7) na sua conformação usual estendida. Cada 
segmento de linha em ziguezague representa uma ligação simples entre carbonos adjacentes, (b) A dupla ligação ris {sombreada em 
vermelho) no ácido oldico (oleato) não permite rotação e introduz uma curvatura rígida na cadeia hidrocarbõnica. Todas as outras ligações 
da cadeia são livres para girar, (c) Ácidos graxos total mente saturados, na forma estendida, ajustam-se em arranjos quase cristalinos, 
estabilizados por muitas interações hidrofdbicas, (d) A presença de uma ou mais ligações eis interfere nesse empacotamento rígido e, 
como resultado, os agregados são menos estáveis, 
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Nas animais vertebradas, ácidas gradas livres (ácidas gra- 
xos não -»tc ri ficados tendo um grupo carboxilato livre) circu- 
lam no sangue ligados náo<avaJememente a uma proteína car- 
rcadura, a soroalbumina. Entretanto, ácidos graxos do plasma 
sanguíneo cstâo presentes pnocipaimente como derivados de 
ácidos carboailkos, tais como ésteres ou amidas, Esses deriva . 
dos de ácidos groxm não tém o grupo carboxitato carregado e* 
corno consequência* sáo ainda menos solúveis em água que o* 
ácidos graxa s livres» 

Os triacilglkeròís sío ésteres 
de ácidos graxos do giicerol 

Os lipídios mais simpka, caratruidos a partir de ácidos graxas* 
são os ínaíüglkeròis, também chamados triglicerídios, gordu- 
ras ou gorduras neutras. Tmdlglktróis são compostos de trts 
ácidos graxos, cada um em ligação éster com o mesmo giicerol 
íFig- 1 1-2). Aqueles comendo o mesmo tipo de ácido graxo em 
todas as trés posições sáo classificados como inacdglkerdis sim- 
ples e sua nomenclatura é derivada do áddo graxoque contém. 
THarilgiieeróis simples de 16:0, J8d) e 18:1» por exemplo* sào 
triesieariiiá* Iripalmilina c trioleína. rcspectivamente. A maio- 
ria dos iriacilgliceréis de ocorrência natura) são mistos; eles con- 
têm dois ou mais ácidos graxos diferentes. Para nomear esses 
compostos sem ambiguidade* o nome e a posição de cadã ácida 
graxo devem ser especificados, 

Como as hidroxihs polares do giicerol e os carboxílatos pola- 
res dos ácidos graxos estio unidos em ligações éster, os triacíl- 
glicenóis são moléculas hidrofóbicas, não- polares, essencial mente 



1-eiteârOÜ* 2-linoleoLi], 3-palmitoil gl itero), 
um I n.irilglicerol misto 


Figura 11-2 - O giicerol e um triacilglkerol. O triãcilgHcerol misto 
aqui representado tem tris diferentes ácidos graxos ligados â cadeia do 
giicerol. Quando o giicerol tem dois ácidos graxos diferentes em C-1 e 
t-3. q C-2 é um centro quiral ípag. 45). 


insolúveis em água. Lipídios têm uma densidade específica me- 
nor que a de água, o que explica por que cm misturas de óleo e 
igua (por exemplo* a mistura de óleo e vinagre para tempero de 
saladas) existem duas fases: óleo, com menor densidade especi- 
fica* flutua sobre a fase aquosa. 

Os triíKitg lí ceróis armazenem 
energia e fornecem msuiação 

Na maioria das cálidas eucariotkas, <w tnacílglkeráis tbnxdm 
uma fase separada de goticulas microscópicas de òko no cito- 
plasma aquoso* servindo como depósitos de combustível meta- 
bólico (Fig. 1 1-3). Nos animais vertebrados* células especializa- 
das, chamadas adipócitos* ou células gordurosas, armazenam 
grandes quantidades de tiiadlgLkcrôis como gnticulas de gor- 
dura» as quais quase preenchem a célula. Triaalglkeróis tam- 
bém sào armazenados como óleos nas sementes de muitos ti- 
pos de plantas, fornecendo energia e precursores hiossámétk 
cós durante a germ inação das sementes \ Fig. 1 1 - 3b), Adipòcitos 
e sementes em germinação contém lipases, enzimas que catali- 
sam a hidrólise de tnacilgliccróis armazenados* liberando ád- 
dos graxos para serem transportados a sítios onde são necessá- 
rios como combustível* 

Existem duas vantagens significativas em usar triacüglice- 
róiscomo combustível armazenado* em lugar de pnlissacarídeos 
como glicogênio e amido. Em primeiro lugar, como os átomos 
de carbono dos ácidos graxos estâo mais reduzidas que os dos 
açúcares, sua oxidação fornece mais do que o dobro em energia, 
grama por grama* que a oxidação dos açúcares. Em segundo 



Figura 1 1-3 - Depósitos gordurosos nas células (a) Secção de quatro 
adipòcitos de cobaia, mostrando enormes gotlculas de gordura que pra- 
ticamente preenchem a célula Também sào visíveis vários capilares seccio- 
nados. (bj Secção de uma célula cotiledónea de uma semente da planta 
Arabidapsis As estrutures grandes e escuras são corpos protéicos rodea- 
dos de óleo armazenado nos corpos oleosos claros 




283 


Luga r, com o os triadlgliceròis são hidrofóbicos e, portanto, nao- 
hidratados, o organismo que transporta gordura como combus- 
tível não deve suportar o peso extra da água de hidratação que 
está associada a polissacarídeos armazenados (2 gramas por gra- 
ma de polissaearfdeo). Nos seres humanos, o tecido adiposo é 
composto principalmente de adipódtos que se encontram sob a 
pele, na cavidade abdominal e nas glândulas mamárias. Pessoas 
moderadamente obesas, com L5 a 20kg de triadlgliceròis depo- 
sitados em seus adipódtos, poderiam obter suas necessidades 
energéticas durante meses valendo-se de seus armazéns de ener- 
gia. Em contraste, na forma de glicogênío, o corpo humano pode 
armazenar menos do que o suprimento energético necessário 
para um dia. Carboidratos, como glicose e glicogénio, oferecem 
certas vantagens como fonte rápida de energia metabólica, uma 
delas sendo sua imediata solubilidade em água. 

Em alguns animais, triadlgliceròis armazenados sob a pele 
servem nlo só como reservas de energia, mas também como iso- 
1 antes contra baixas temperaturas. Focas, leões-marinhos, pin- 
giiins e outros animais polares de sangue quente são amplamente 
acolchoados com triadlgliceròis. Em animais em hibernação 
(ursos, por exemplo), as enormes reservas de gordura acumula- 
das antes da hibernação servem a duplos propósitos; insulação e 


armazenamento de energia (veja Adendo 1 7-1, a O$ ursos obesos 
realizam a p-oxidaçlo durante seu período de hibernação"). A 
baixa densidade dos triadlgliceròis é a base de outra extraordi- 
nária função desses compostos. Nos cachalotes, o armazenamen- 
to de triadlgliceròis e de ceras permite aos animais ajustar a den- 
sidade de seus corpos àquela do meio ambiente, quando mergu- 
lham em águas frias profundas (Adendo 11-1). 

Muitos alimentos contêm triadlgliceròis 

As gorduras naturais, tais como óleos vegetais, laticínios e gor- 
dura animal, são, na maioria, misturas complexas de triacilgji- 
ceróís simples e mistos. Estes contém uma variedade de ácidos 
graxos que diferem no comprimento da cadeia e no grau de sa- 
turação (Fíg. 11-4). Os óleos vegetajSj Como os.óieos de milho 
(mais) e oliva, são composto^ principalmente de triadlgliceròis 
com ácidos graxos insaturadqs e, portanto, são líquidos à tem- 
peratura ambiente. Eles são convertidos industrialmente enj 
gorduras sólidas por hídrogenação catalítica, a qual reduz algu- 
mas de suas duplas ligações a ligações simples. TViacilfiliceró is 
contendo somente ácidos graxos saturados, tai s como a tiie stea- 
rina, o com ponen te mais importante da g prdura bovina, são 
sólidos brancos e gordurosos em temperatura ambiente. 


Adendo 11-1 Os cachalotes: cabeças de sebo das profundezas 


Estudos com as baleias do espermacete ou cachalo- 
tes esclareceram um outro processo que indica a 
utilidade biológica dos triadlgliceròis, A cabeça da 
baleia é muito grande, compreendendo mais ou 
menos um terço de seu peso corporal. Aproxima- 
damente 90% do peso da cabeça se refere ao órgão 
do espermacete, uma massa esponjosa que contém 
aproximadamente IB.QÜÜkg (mais ou menos 4 to- 
neladas) de óleo de espermacete, uma mistura de 
triadlgliceròis e ceras contendo uma abundância de 
ácidos graxos insaturados. Essa mistura é liquida na 
temperatura normal de repouso do corpo da baleia, 
aproximadamente 37°C, mas começa a se cristalizar 
ao redor de 31X e se torna sólida quando esta tem- 
peratura diminui de vários graus. 

A provável função biológica do óleo de esper- 
macete foi deduzida a partir de pesquisa anatômica 
e de hábitos de alimentação do cachalote. Esses 
mamíferos se alimentam quase exclusivamente dc 
lulas e em águas muito profundas. Em seus mergu- 
lhos alimentares, descem 1.000 metros ou mais; a 
maior profundidade registrada em mergulho foi de 
3,000 metros (quase 2 milhas). Nessa profundida- 
de, é escassa a competição para a abundante Lula; o 
cachalote espera tranqüilamente a passagem dos 
cardumes de lulas. 



Para que um animal marinho possa permanecer 
a uma dada profundidade sem constante esforço na- 
tatório, de deve ter a mesma densidade que a água 
dos arredores. A baleia do espermacete sofre mu- 
danças em sua flutuação para se ajustar à densidade 
do ambiente que a cerca — da superfície do oceano 
tropical para as grandes profundidades onde a água 
è muito mais fria e, portanto, mais densa. A chave é 
q ponto de fusão do óleo de espermacete. Quando a 
temperatura do óleo abaixa vários graus em um mer- 
gulho profundo, ele se congela ou cristaliza e se tor- 
na mais denso. Assim, a flutuação da baleia muda para 
se ajustará densidade da água do mar. Vários mecanis- 
mos fisiológicos promovem o rápido resfriamento do 
óleo durante o mergulho. Durante ü retomo à super- 
fície, o óleo de espermacete congelado se aquece e 
funde, diminuindo sua densidade para se adequar à 
água da superfície. Assim, constatamos na baleia do 
espermacete uma notável adaptação anatómica e bio- 
química. Os triadlgliceròis e as ceras sintetizados pelo 
cachalote contém ácidos graxos com adequado nú- 
mero de carbonos na cadeia e grau de insaturação 
para dar ao óleo de espermacete o ponto de fusão 
adequado para os hábitos de mergulho do animal. 

Infeli 2 mente para a população do cachalote, óleo 
de espermacete foi há tempos considerado o me- 
lhor óleo para a iluminação e continua a ser comer- 
cialmente valioso como lubrificante. Vários séculos 
de caça intensiva a esse mamífero levaram a baleia 
do espermacete a participar da lista das espécies em 
perigo dt extinção, permanecendo sua população 
mundial em torno de 500.000 animais. 
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Oleo de oliva: Manteip: Gordura 

liquido sólido rnol* bovina: rólido 
duro 


Gorduras naturit* a 25"C 


H 

Árido pilmttkti J-Tnicontinol 


UÍ 



Figura 11-4 - Composição em acido» graiH d* tris gordura» alh 
mentar** Aren# de ofrva, rranteqa e gordura bwna consstem de 
mstuta* de tnacitgl ieerótí, ekfemdo em sua composição de ácidos g ra- 
sos Os pontos de fiaão dessas gorduras — e, portanto. seu estado 
fisco em temperatura amtxente Í2Í*0 — ião um* função direta de 
sua compogçâo em ácidos graxas O úl#c de otw* tem uma alta propor- 
ção de ácidos grasos tnsaturados de cattewi longa >C ,, a C lfr i, o que 
;usl'fica o \ev estado kqutío a 25' C A maior proporção- de ácidos gra- 
no» saturados de cadeia longa (C l6 a C lt ) na manteiga aumenta seu 
ponto de luSáO a manteiga è um sólido mole em temperatura amb+erv 
le Gordura bovina, com uma proporção anda maior d# ãodos granos 
saturados de cada* longa, é um sólido duro 


Figura 1T-S - Cera biológica (a) TnamnianralpaJrriitato. o prmópil 
componente da cera de abeti\s. è um ester de aedo cafmrtito com o 
ákooi tnacontanot. ib] Um favo de mtf, construído de cera de ãbeft*. 4 
firme a 25^ e completa mente impermeávei a agua O termo '»»r 
origma-se da palavra, em frigis Antigo, wesr, que sgrifca 'mawrj- do 
fM de mel - . 


Qu nndo alimentos ricos em lipídios sào expostos por lon- 
gos períodos ao oxigénio do ar n eles podem se deteriorar e tor- 
nar rançosos, O gosto e o cheiro desagradáveis associados á ran- 
dficaçfto resultam da clivagem oxida t iva de duplas ligações em 
ácidos irisam rados. produzindo aldeídos e ácidos carboxílkos 
de cadeia mais curta e, portanto, com maior volatilidade. 

As ceras servem tomo armazéns de energia 
e como repelentes de água 

Qra* hi iriogicus são ésteres de ácidos gratos saturados e msa lu- 
rados de cadeia longa. (C ]4 a C*). com ikoois de cadeia longa 
(Cu a C») (Fig. 1 1-5). Srti j pontot de fusão fóO a ÍOOX) são 
gerai mente mau altos do que os do» iriadlgtrceróis. No plane 
Lon, constituído de microrganismos marinhos flutuando livre- 
mente e sendo o fundo da cadeia alimentar, as ceras são a princi- 
pal forma de armazenamento de combustível metabólico. 

As ceras também têm várias outras funções na natureza, em 
virtude de suas propriedades repelentes .) água e de sua consis- 
tência firme. Certas glândulas da pele de vertebrados secretam 
ceras para proteger o pêlo e a pele e mantê-los flexíveis, lubrifi- 
cados c à prova de água. Os pássaros, particular mente os pássa- 
ros marinhos, secreta m ceras de suas glândulas do bico para 
manter suas penas repelentes à água. M folhas lustrosas de aze- 
vinhos, rododendros, marfim- venenoso e muitas outras plan- 
tas tropicais sâo cobertas por uma grossa camada de cera, que 
impede a evaporação excessiva da água e protege a planta contra 
parasitas. 


As ceras biológicas encontram uma variedade de aplicações 
na Indústria farmacêutica, dc cosméticos e outras. Lanolina {da 
Lí de carneiro), cera de abelha (Fig. 1 1-5). cera de carnaúba (uma 
palmeira brasileira) e a cera extraída do óleo de espermaceie (de 
haleiasi veja Adendo H - IJ sâo largamente usadas na manufatu- 
ra de loções, pomadas e polidores. 

Lipídios Estruturais Membranas 

A característica central na arquitetura de membranas biológicas 
e a camada dupla de lipídios, a qual age como uma barreira im- 
pedindo a passagem de moléculas polares e ions. G$ lipídios da 
membrana sâo anfipat Kov. um dos lados da molécula é hidro- 
fòbico, o outro hidroiílico. Suas interações bidrofóbkas entre si 
c suas interações hídrofílicas com a água direcionam sua orga- 
nização como bicamadai de membrana. Nos próximos tópicos 
descreveremos três tipos gerais de lipídios de membrana: glice- 
n d osf o lipídios, nos quais as regiões hidrofóbícas são compos- 
tas de dois ácidos graxos ligados a um g ü cer ol; eshngolipídios, 
nos quais um único ácido graxo está ligado a uma amina graxa, 
esfingosina; e esteróis, compostos caracterizados por um siste- 
ma rígido de quatro anéis hídrocarbonicos fundidos. As regiões 
htdrofllkas nesses compostos anfipáticos podem ter a simplici- 
dade de um único grupo —UH em uma das pontas do sistema 
de anéis dos esteróis, ou podem ser muito mais complexas, Nos 
gíkerofosfo lipídios e em alguns es ti ngo Lipídios, um grupo-ca- 
beça polar está unido á porção hidrofóbica por uma ligação íos- 
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Figura 1 1 -€ - As principais d asses da Nfriidte* de armazenamento ■ de membrana “odos os hpVàm d(|u representadas rim ghcen» Ou 
«fingcana como estrutura bâ&ca Uma terceira ciasse cie bfjfcàos de membrana. os estemis. será descola depois (vefa Fig 1 1*14) 


fbdiester. ma são os fosfoJipídios. Outros estingotipídios não 
Vtm frnfitd, mas podem ter um açúcar simples ou um oKgos- 
sacancieo complexo na sua poma polar esses slo os glicolipídi- 
«1% 11-6). Nesses grupos de lipídios de membrana: a enor- 
me diversidade resulta de ván as combinações de “caudas" de áci- 
dos graxos e "cabeças” polares. Os arranjos desses lipídios nas 
membranas e os papéis estruturais e funcionais que terào nelas 
«rio discutidos no próximo capítulo. 

Glicerofosfolipidios são derivados 
do ácido fosfatídico 

GUcerufosfoUpídios, também chamados fosfoglicerídíos, são Li- 
pídios de membrana em que dois ácidos graxas estão unidos em 
ligação éster ao primeiro e ao segundo carbono do glicerol r c 
um grupo altamente polar ou carregado está ligado por meto de 
uma ligação foifodiéster ao terceiro carbono. O glicerol é pró 
quiral, ele não tem carbonos assimétricos, mas a ligação de fos- 
fato a uma de suas pontas o converte em um composto quiral 
que pode ser coiretamente chamado L- glkerol 3-fosÉato ou D* 
gfketõl I -fosfato (Fig, 1 1-71. Glicerofbsfolipídios são denomi- 
nados como derivados do composto precursor ácido fosfatídico 
í Fig. 1 1 -8), de acordo com o álcool polar no seu grupo-cabeça. 
Por exemplo, fostatídikoíina e rosfaudilciaimEamina tém colina 
e etanoiamina nos seus grupos-cabeça polares. £m todos esses 
compostos, o grupo-cabeça está ligado ao glicerol por um fbs- 


H 


] CHiOH 
^C^OH 
^CHj— 0—^-0' 


Figura 1 1-7 - L-glicerol 3 -fosfato. a estrutura básica de fosfoNpi- 

iim Nqe* que este composto pode também ser chamado D-glicercH 
1 -fosfato 


fodiester, no qual o grupo fosfato tem uma carga negativa em 
pH neutro. O álcool polar pode estar negativamente carregado 
(como no fosfatidilmosituE 4,5-btfosfatok neutro (fosfatkJibe- 
rifia) ou posstivamcnle carregado j íosfatidilcolina, fosfátídile- 
lanolamina). Como veremos no Capitulo 12, essas cargas tém 
uma contribuição signifi cante nas propriedades de wperficic das 
membranas. 

Os ácidos graxos nos glieerofosfolipídios podem ser qual- 
quer um de uma grande variedade, e assim um dado fosfolípi- 
díü (por exemplo, fasfatidilíolina) pode consistir de uma cole- 
ção de espécies moleculares, cada uma com seu complemento 
específico de ácidos graxos. A distribuição de espécies molecu- 
lares é característica para diferentes organismos, diferentes teci- 
dos do mesmo organismo e diferentes gLicerofosfalipidtos na 
mesma célula ou tecido. Dc modo geral, glieerofosfolipídios con- 
tém um ácido graxo saturado C tfr ou C ts em C-E e um insalura- 
do C|§ a Ca em C-2. Com poucas exceções, o significado bioló- 
gico da variação de áridos graxos e dos grupos-cabeça ainda não 
é bem compreendido. 

Alguns fosfo lipídios tém ácidos 
graxos unidos por ligação éter 

Alguns tecidos de animais e organismos unicelulares são ricos 
em éteres de lipídios, nos quais uma das duas cadrias acilicas 
está ligada ao glicerol em ligação éter, em vez de éster. A cadeia 
ligada em éter pode ser saturada, como nos alquil-éter lipídios, 
ou pode conter uma dupla ligação entre C-l e C-2, como nos 
plasmaJogênios (Fig. 11-91, O tecido cardíaco de vertebrados é 
especialmente rico em éteres de lipídios; aproximadamente me- 
tade dos fosfoÜpídios do coração é pla&malogênio. Às membra- 
nas de bactérias halofílicas, dos protistis cíliados e de certos in- 
vertebrados também contém proporções altas de éteres de lipí- 
dios. O significado funcional dos éteres de lípfdios nessas 
membranas é desconhecido; è possível que em algumas condi- 
ções sua resistência às fosfdipases, que clivam ácidos graxos em 
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GlkemfojlolipklLO 
íe*i rutura geral) 



sufamuiwc 


Ácido jjraxu suturado 
(por exempla, palmitico) 

Ácida graxa inuturado 
(par cumpktt alékot 



-^coOiiro CO com o fKefrxci 'fosfâT>di-" Na cardoiipna, üçm Iciòm fcrtfâTidicos compartJham um Orticõ gkfm^ 


MtfWiio rrti nr* 



AJ^luIi çrn hgJyiú flrr 



Figura 119 - Éteres de llpfdios Plasmalogénios tém uma cadeia aJqueml em ligação éter na qual a maioria dos gJiterufúsfúlipidio-. tem um ácida 
graxe em ligação éster (compare com a Fig. 11-8). 0 fator de atívaçáo de plaquetas tem uma longa cadeia alquilica ligada em éter no C-l do gltcerd, 
mas 02 é ligado como ester ao ácido acético, o que faz o composto muito mau solúvel em água do que a maíorra dos glicerofosfolipfdk» e 
plasmalogénios 0 grupo-cabeça akoftico ê colina nos plasmalogênios e no fator ativador de plaquetas 
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ligação éster de certos lipídios de membrana* seja um fato im- 
portante. Pdo menos um éter de lipídio, o fator ativador de pla- 
quetas é um poténte sinal molecular O fator é liberado de leu- 
cócitos, chamados basófilos, e estimula a agregação de plaque- 
tas e a liberação de serotonina (um vasoconstritor) delas. Ele 
também exerce uma série de efeitos no fígado, músculo liso, co- 
ração, tecidos uterinos e pulmonares, e tem um papel impor- 
tante na inflamação e na resposta alérgica. 

Esfingolipídios são derivados da esfingosirta 

Esfingolipídios, a segunda maior classe de lipídios de membra- 
na, têm também um grupo-cabeça polar e duas caudas não- po- 
lares, mas, em contraste com os glicerofosfolipídios, eles não 
contém glicerol. Esfingolipídios são compo stos de uma molé- 
cula do aminoãkool de cadeia longa, esfingosina {4-esfingeni- 
naj, ou um de seus derivados, uma molécula de um ácido jjraxo 
de cadeia longa* e um grupo-cabeça polar que é acompanhado 
sügumas ve*es por uma ligação glicosídica e outras por uma li- 
gação fosfodiéster (Fig. 11-10). 


Os carbonos C-l, C-2 e C-3 da molécula da esfingosina sào 
estruturalmente análogos aos très grupos hidroxila do glicerol 
em glicerofosfolipídios. Quando o ácido graxo está ligado como 
uma amida ao — Nhb no C-2, o composto resultante é uma ce- 
ramida, que estruturalmente é similar a um diacií glicero L Cera- 
mída é o precursor estrutural de todos os esfingolipídios. 

Existem três subclasses de esfingolipídios, todas derivadas 
da ceramída com diferentes grupos-cabeça' esfingomklinas, gli- 
colipldios neutros (sem carga) e gangliosídios. EsllngomieUnas 
contêm fbsfocolina ou fbsfoetanolamina com seu grupo-cabeça 
polar e são, portanto, classificadas junto com os glicerofosfoli- 
pídios como fosfolipídios (Fig. 1 1-6), Realmente, esfingomieli- 
nas se assemelham ás fosfaddilcolinas em suas propriedades ge- 
rais e estrutura tridimensional, e pelo fato de não terem carga 
nos seus grupos-cabeça (Fig. 11-11), As esfingomielinas estão 
presentes nas membranas plasmáticas de células de animais e 
são especialmente importantes na miei i na, uma lâmina mem- 
br anosa que envolve e isola os axônios em alguns neurônios — 
portanto o nome "esfingomielina”. 


Esfinjplipidk] 
(estrutura geral) 


Esfingosina 

HO — — CH= CH f CH s)jj CH, 

m 


Ácido graxu 


3 CH— N— ' 

I 

l CHi O X 



Figura 11-10 - Esfingolipídios. Os três primeiros carbonos da ponta polar da esfingosma são análogos aos três carbonos do 
glicerol nos glicerofosfolipídios. O grupo ammq em C-2 têm um ácido graxo em ligação amida. Usualmente, o ácido graxo é 
saturado ou mono in saturado, com 16. 18, 22 ou 24 átomos de carbono. Ceramida ê g composto ancestral para esse grupo. Outros 
esfingolipídios diferem no grupo-cabeça polar (X) ligado em C-1 . Gangliosldsos têm grupos-cabeça oligossacarrdicos muito comple- 
xos. Abreviações-padrão para açucanes são usadas nesta figura: Glc, D-çjlicose; Gal, D-ga lactose: Ga IN Ac, iV-acetil-ü-galactosamina; 
NeuüÁc r ácido fJ-acetilneuramínico (ácido siálko). 
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Figura 11*11 - As sifniíandades na forma e na estrutura molecular da tafátidikcdina [um glicerofosfdipIdiQ) e da «lingomielma (um esfingolipldtó) 
ficam evidente* quando Suas fórmulas estruturas e modelos espaciais sáo mostrados como nesta figura. 


Qícoeslmgolipldips, que ocorrem principalmente na lace 
externa da membrana p] asm ática, têm grupos-cabeça com um 
ou mais açúcares, ligados diretamente ao — OH em C-l da por- 
ção cera m ida; eles nào contêm fosfato. Cerebrosídios têm um 
único açúcar ligado à ceramída; aqueles com galactose sào ca- 
racteristicamcnte encontrados na membrana plasmátkã de cé- 
lulas em tecidos neuraiíí e aqueles com glicose, na membrana 
plasmática de células em tecidos não- ne ura is. Globosidim são 
gUooeafmgd lipídios neutros (sem carga;] com dois ou nuis açú- 
cares, usualmente l>-gíicose, P- galactose ou N-acetil-P-galac to- 
sa mina, Cerebraskiioi e globosidios são ás vezes também cha- 
mados gjicolipidios neutros, pois não têm carga em pH 7. 

Gangliosiibos. os esfmgo Lipídios mais complexos, tém oli- 
gosucarldeos como seus grupos-cabeça polares e* como unida- 
des terminais, um ou mais resíduos de ácido \-acetilneurami- 
nko (NtuSAcl. também chamado ácido siálko. O acido siihco 
dá aos gangbosidiüs a carga negativa em pH 7. que os distingue 
dos globosidiüs. GangUosidios com um resíduo de indo siâlico 
estio na série GM { M para monossérie], aqueles com dois áci- 
dos siáltcos estio na série GD (D para “di-”)* e assim por diante. 



Áddo N 1 iiLctiliieuramSjiko (ácido siálicd } 

(NeuSAc) 

Esfíngolípídlos na superfície celular são 
sítios de reconhecimento biológico 

Quando os esfingalípídios foram descobertos há um século pela 
médico-químico Johann ThudicKum, suas funções biológicas 
eram láo enigmáticas como a Esfinge, pela qual ele os nomeou, 
No homem, foram identi ficados pelo menos 60 esfingolipídios 



Johann 1hudtdii*D 

(IU9-1901) 


nas membranas celulares. Muitos deles são especial mente im- 
portantes para as membranas plasmit icax de neurônios, e ou- 
tros são indubitavelmente sítios de reconhecimento na superfí- 
cie da célula, mas somente par* poucos esfmgoUpídios se co- 
nhece uma função especifica. As porções carboidrato de certos 
esfíngoliptdios definem os grupos sanguíneos humanos e, por- 
tanto, determinam o tipo de sangue que se pode receber com 
segurança em transfusões (Fíg. 11*12). O* tipos e as quantida- 
des de gangÜosidios na membrana plasmática se modificam dn- 
maiicamentè no desenvolvimento embrionário, e a formação dc 
tumores induz a síntese de uma nova complementação de gan- 
gliosídios. Concentrações muito pequenas de um gangliosídio 
específico induzem diferenriaçáo em células tumorais neuronais 
em cultura. Investigação sobre a função biológica de diversos 
gangliosidios é um terreno fértil para o futuro da pesquisa. 

Fosfolipídios e esfingolipídios 
são degradados nos lisossomos 

A maioria das células degrada e repõe continuamente os lipídios 
da membrana, Para cada ligação hidmlisável do glícerofòsfoti- 
pídio existe uma enzima hidrolftica no lisossomo (Fig. 11-13). 
Fosfclipases do tipo A removem um dos dois ácidos graxos, pro- 
duzindo um lisofosfolipldio. (Essas esterases não atacam a liga- 
ção éter dos plasmaJogèniaa.} Liso fosfolipases removem o ácido 
graxo remanescente. 
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Figura 11^12 - Gllcoasflngolipldlos coma determinantes de gru- 
pai ungülnat». Os grupos sanguíneos humanos (O. A e 6) são deter- 
minados em parte pelos grupos-cabeça oligossacarídlcns (azul) destes 
glcoesfingolipídios Os mesmos três oligossacarideos são também en- 
contrados ligados a certas proteínas dD sangue de indivíduos cie tipo 
sangiiineg 0, A e 8, respectivameme (Fuc representa o açúcar luCOS*) 


Gangliosídios são degradados por um conjunto de enzimas 
lisossomais que catalisam a remoção gradual de unidades de 
açúcar» fmalmente produzindo uma Leram ida. Um defeito ge- 
nético cm qualquer uma dessas enzimas hidmlílicas leva a uma 
acumulação de gangJjosídiDs na célula» com graves conseqüándas 
médicas (Adendo 1 1-2), 

Os este róis possuem quatro anéis 
hkírocarbonados fundidos 

Os esteróis são lipídios estruturais e estão presentes nas mem- 
branas da maioria dai células c ucar iot iças. Sui estrutura caracte- 
rística é o núcleo esteró ide consistindo de quatro anéis fiindidos> 
tréi com seis carbonos e um com cinco (Fig. 11-14). O núdeo 
esteròkk é quase planare rcUtivaménte rígidos os anéis fundidos 
não permitem rotação em tomo das ligações C — C. Colesterol, 
o mais importante esteioi dos tecido* animais» é antipático» com 
um grupo-cabeça polar (o grupo hidrondla em C-3) e um corpo 
hidrocsrbdníco nâo-pobr (o núcleo eslerbidee uma cadeia kte- 
ral htdrocarbonada em C-I7) de comprimento igual a um ácido 
graxc de 16 carbonos na sua forma estendida. EsterbissemeUian- 
tes são encontrados em outros eucartotos: por exemplo, estig- 
masterol em plantas e ergosterol em fungos. Bactérias não po- 
dem sintetizar esteróis; algumas espéc ies bac téria nas, entretanto» 
podem incorporar esteróis exógenos em suas membranas. Os 
esteróis de todos os eucartotos são sintetizados de unidades sim- 
ples de isopreno com cinco átomos dc carbono, como o são a$ 
vitaminas lipossolúveis» quininas e dolkóis, descritos a seguir. 

Além de seus papéis como constituintes de membrana» os 
esteróis servem como precursores de vários produtos com ati- 
vidades biológicas específicas. Hormônios estenoidais» por exem- 
plo» são patentes sinais biológicos que regulam a expressão ge- 
nica, Ácidos biliares são derivados polares do colesterol que agem 
como detergentes no intestino, emulsi ficando as gorduras da 
dieta para que se tomem mais acessíveis ii Jipases digestivas. 



Figura 11-13 - As especificidades de fosfólipasm. Fosfolipases Ai e 
Aj tiidrolisam as ligações éster de glicerofosfolipídkH intactos nos carbo- 
nos C-1 e C-2 do glkeroL respectiva mente. As fosfolipases C e 0 que- 
bram, cada uma delas, uma das ligaçóes fosfodiester no grupo-cabeça 
Algumas fosfolipases agem somente em um tipo de glicenofosfolipidlo, 
como □ MatidlHnotltol 4,5-bifosfato (aqui representado) ou fosfatidil- 
ootina; outras são menos específicas. Quando um dos ácidos graam é 
removido por uma foffolipase do tipo A, o segundo áddo gra»o ê cisado 
da moteculA por uma lisofoslolipase (não mostrada). 



polar 


Figura 11-14 - Colesterol A estrutura em segmentos do colesterol ê 
visível através da superfície transparente contornando o modelo da mo- 
lécula. Para simplificar a referência á estrutura química de derivados do 
ngdeo esteróide, os anéis sâo denominados de A a D e os átomos de 
carbono numerados (em azul) tomo mostrado. 0 grupo hidraatila no C-3 
representa o grupo-cabeça polar. Para armazenamento e transporte do 
«terol. esse grupo hidroúla se condensa com um ácido graxo para for- 
mar um éster de esterol 
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Adendo 11-2 Algumas doenças humanas herdadas resultam 
do acúmulo anormal de lipídios de membrana 


Gv Lipídios polares da membrana sofrem constante 
renovação mefabâEk a, com a velocidade de sua sín- 
tese rontrabaJanceada peta sua degradação, A degra- 
dação dos Lipídios è promovida por enzimas hidra 
líticás nos Liso&omos, cada enzima capaz dc hídra- 
lis*r uma ligação especifica, Quando a degradação 
de esfingoLipidios é prejudicada por um defeiio em 
uma dessas enzimas ( Fig I ). produtos de degrada- 
ção pardal acumulam nos técnico, causando graves 
doenças. 

Por exemplo, a doença de Niemann-Pick e cau- 
sada por um defeito genético raro na enzima esfin* 
go mkiinase, que remove foefoccilina da esfingomLe- 
Una. Esfingomidiiu acumuta te no cérebro, baço e 
fígado. A doença lorna-se ev ídcnic em bebés e cau- 
sa retardo mental c mente pfemaiun. 


Mais comum é a doença de Tay- Sachs l Ftg. 2), na 
qual o gangliostdiu GM2 Se acumula no céTebroe no 
baço devido à fali a da enzima hexosaminktase A. Os 
sintomas da dkwnça de Tay-Sadis são retardamemn 
progressivo no desenvxdvimento. paralisia, cegueira 
e morte aos .1 ou 4 anos de idade. 

Aconselhamento genético pode predizer e pre- 
venir muitas doenças hereditárias. Testes em futu- 
ros pais podem detectar enzimas anormais, segui- 
dos por testes dc DMA que determinarão a natureza 
exala do defeito e o risco para os descendentes. Um 
vez estabelecida a prenhe/, células fetais obtidas em 
uma amostra de ptaccnla í biópsia do vtífrtj conõoi- 
ftj) ou o fluido que envolve o frio (amnioceniese) 
podem ser Lesladu» da mesma maneira. 




Figura 1 - Vias de transformação de GM1, globosldio e esfingamielina à 
ceramida. Um defeito na enzima hidroiisaníé, em uma determinada eta- 
pa. ê indicado pelo sinal ©, e è anotada a doença que resulta da acumu- 
lação do produto de transformação parcial 



| CeramídjlH Fasfaccilin? j 
' hsfingomiclina 


plit.iH-ciclirí^hiJiisf 


| Ccramida 



L|im 

Fipura 2 - Eletromicrografia de uma 
parle de uma célula cerebral de uma 
criança com a doença de Tay-Sachs, 
mostrando deposites anormais de gân- 
glios Idios nos lísossomos. 
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Hm capítulos seguintes vo] tarem us ao colesterol c outros este 
fóts. para considerar a papel estrutural do colesterol em mem- 
branas biológicas (Capílulo 12), a sinalização por hormônios 
«icfoidais (Capítulo 13), a extraordinária via htossmtética do 
colesterol e o seu transporte por cameadores lipoprutéico* (Ca- 
pítulo 21). 



Lipídios como Sinais, 

Cof atores © Pigmentos 

As duas classes de lipkh os funcionais consideradas até agora tfipi- 
dkw de armazenamento e lipídios estruturais) ião componentes 
cdulares majoritários; lipídio* de membrana representam 5' 10% 
da massa seca da maioria das células, e lipídios Jv armazena- 
mento. mais da que §0% da massa de um adipórito. Com algu- 
mas exceções importantes» esses lipídios têm um papel passivo 
na célula; combustíveis lipldicos são armazenados üté serem oxi- 
dados pelas enzimas, e lipídios de membrana formam barreiras 
impermeáveis que envolvem células e compartimentos celula- 
res. Oulfo grupo de lipídios, presente em quantidades muito 
metiores» lem papéis ativos no trânsito metabólico como meta- 
bólilose mensageiros. Alguns servem como sinais potentes, como 
hormônios levados pelo sangue de um tecido a outro, ou como 
mensageiros intracelulares gerados como resposta a um sinal 
enracdular (hormônio ou fator de cresci men io k Outros fundo- 
nam como co- fatores enrimáticos em reações de transferência 
de elétrons em doropbstos e mhocóndrias.oij na transferência 
de grupamentos carboidrato em uma variedade de reações de gii - 
oosilaçáo (adição de açúcar ). Um terceiro grupo consiste de Lipí- 
dios com um sistema de duplas Ligações conjugadas: moléculas de 
pigmentos que absorvem luz víslvei. Alguns desses agem como 
pigmentos captores de luz na visão e na fbtosslntese; outros pro- 
duzem colorações naturais» como a cor de laranja das abóboras e 
cenouras e as cores amarelas das penas de canários, Lipídios espe- 
cializados como estes são derivados dos lipídios da membrana 
plasmitita ou das vitaminas lipossolúveis A. D, Ec K. Descrevere- 
mos sumariamente alguns desses lipídios biologicamente ativos. 
Lm capítulos seguintes, sua un tese c seus papéis biológicos serão 
considerados com mais detalhes. 

Fosfatidilinosítóís agem como sinais intracelulares 

fotfaridilinositol e seu* derivados fosforílados agem em dife- 
rentes níveis para regular a estrutura e o metabolismo celular 
( Ftg- 11-15). Fosfetidilinositol 43-bífbsfato (Fjg 1 1-8) no lado 
dtcsólkoí interno ) da membrana plasmática funciona como um 
iltío de ligação especifico para certas proteínas do citoesqueleto 
e para algumas proteínas solúveis envolvidas em fusão de mem- 
branas durante a exoeitose. O composto também serve como 
reiervalório de moléculas mensageiras que são liberadas dentro 
áa célula, em resposta a sinais extracdulares, interagindo com 
írceptores específicos na supcríkíe externa da membrana plas- 
milica. Os sinais agem por meio de uma série de etapas ! Fig. 
IMS) que se inicia com a remoção enzunátka de um grupo- 


kisifjlidilinraild 



IrHfeiíat 1 ,4,5-irifosiãtü PMciJgliccwjt 


Liberação dc Ca íh Intracelular Ativação da proteína 

quinas* C 


Regubçiü de ouuai Regubçio de outra* 

enrauJ tpor Ca i# ) ammii (por fotfonJaçio 

àt pmirini í 

Figura 11-1S - FOrfatidíkrwútâH na regulação celular Q fosíaticife- 
nostol 4, 5-t»f osfato f> hpdrot^aóo na membrana oúrsmatica por uma kft- 
loitutf C «peótica. em resposta a stfiae hormonais Ambos os produ- 
tos da hidrólise agem como mensageiras intracetuMres 


cabeça fosfolipídico e termina com a ativação de uma enzima 
(proteína quinase C), Por exemplo, quando o hormônio vaso- 
prcssliia se liga a receptores da membrana plasm ética de células 
epiteliais do duelo coletor renal, uma fosfolipase C específica é 
ativada. Fosfolipase C hidrolisa a ligação entre glkcrol e fosfato 
no íosfomouto! 4,5- bi fosfato liberando dois produtos: inosilol 
1 ,4,5-trifosfato { IP , í. que é solúvel em água, c diacilglicetol, que 
permanece associado á membrana píasmlrici. IP., provoca a li- 
beração dc Ca 2 * do retículo endoplasmático, e a combinação de 
d] jcilglicerol e O' citosóJico elevado ativt a enzima proteína 
qmruse C. Essa enzima catalisa a transferência de um grupa- 
mento fosforil de ATP a um resíduo específico em uma ou mais 
proteínas- alvo, alterando assim sua atividade e o metabolismo 
da célula. Esfingoliptdios de membrana também podem servir 
como fonte de mensageiros intracelulares; ambas, ceramida e 
esfingotnielína (Flg, 11-10)» são potentes reguladores de proteí- 
nas quínases. 

Os eícosanóides transportam 
mensagens às células ví linhas 

Ficpsanóides são hormônios puámnn, substâncias que agem 
somente em céluks próximas ao local de síntese, em lugar de 
serem transportadas peta sangue para agir sobre células em ou- 
tros tecidos ou órgãos. Esses derivados de ácidos graxos tém uma 
va riedade de efeitos dramál icos em tecidos de vertebrados. Sabe- 
se que estão envolvidos nas f unções r eprodutivas, na inflama- 
ção» na febre, na dor associada à miúrLi ou á doença» na secreção 
gástrica de árido e em uma variedade de outros processos im- 
portantes na saúde e nas doenças dos seres humanos. 

Todos eicosanóides sâo derivados da ácido políín&aturado 
de 20 carbonos, ácido araquidftnko» 20:4 (A í,lUU *) (Fig. 11-16)» 
do qual se deriva seu nome genérico (do grego àkosi, "vinte”)» 
Kxislem trés classes de eícosanóides: proslaglandinas, trombo- 
xanos e leucotrienos. 

As proslagt andinas (PU } contém um anel de cinco carbonos 
originário da cadeia do ácido araquidóníco. 5eu nome é derivado 
da glândula prostãtica» tecido dc qual rias foram micialmente 
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Figura 11-16 - Acido araquiòònko * alguns derivados ektKanóides ai Êm resposta a s nais hofironaa, lostoupa» A- dva 1osfd-p«3*os d» 
membrar^ comendo aodo ar aqudõr«<o p ara Iterar 0 aodo (aTaqucknaio. em pH 7 ) que é o pretLrscw d# varos rccfianoídes tb) Êst« «tum 
pfOSOgllAdAll om 35 FGEr. nas quas C-8 e C-12 [kiafaquadoraTa são ligados pé*a formar o caractpnsíMCO mH dt Cisco membros hb trombOMrio 
Aj, 0 C-8 * 0 C-12 são ügadtK corn a acfrçto de um atemo de owgfrrvo formando um anef de »s membro*. 0 bocoíneno A* tem uma sene de tris 
duplas itjaçôes corrugada. Compostos ancmltamátonos nãaMesleroidãrs IWSAOO. tas como âspmrsa. acrómnoleno e fcupufeno. bloqueam a 
formação 'de protfagianrinas e tromdoxanos a partir de araqurionaio inéwyío a enzima ccla»gçnase tprosiaçtandioa H 2 sniasei 



John Vãne. Sune flergstrflm e Sengt Samueísson 


isoladas por Rengt Samuelsson c Sune Bergstrõm, Dois grupos 
de prwiagUmiinas foram definidos ongi/Uilmertte: PGE, quan- 
do wiluvd em éter, e PGF. quando wlüvd em tampão fosfato 
(ftw^iff,cm sueco L ( jdb grupo contem numerosos subtipos, cha- 
mados HíH 3i HjEj. e assim por diante. 

ProsUglandinas agem em muitos tecido» regulando a síntese 
da molécula mensageira intracelular 3 r ,5'-AMP cíclico (cÀMP). 
Como cAMP i um mediador na ação de muitos hormônios, as 
prostaglandinas afetam um amplo espectro de funções celulares 
e tissuíares. Algumas prostaglandínas estimulam contrações do 
músculo liso do útero durante a menstruação e 0 parto. Outras 
afetam o fluxo sangüíneo a órgãos específicos, o ciclo sono- vigí- 
lia e as sensibilidades de certos tecidos a hormônios, tais como 
epinefrina e glucagon. Proslaglandinãs. cm um terceiro grupo, 
devam a temperatura do corpo {produzindo febre) e causam 
inflamação c dor. 


Os tromboxanos. isolados iniciaJmente de plaquetas sanguí- 
neas {também chamados irombócitos), têm um anel de seis 
membros contendo um grupo éter. Eles são produzidos pelas 
plaquetas e agem na formação de coágulos sangüEneos e na re- 
dução do fluxo de sangue ao sitio do coágulo, O pesquisador 
|ohn Vane mostrou que os compostos antiinflamatôrkis não- 
estcrmdaii (NÍSAlDs) — aspirina, ibuprofeno aceraminofeno c 
medofenato, por exemplo — inibem a enzima pmstagl andina 
Hi sintase (também chamada deloxigenase ou COXJ. a qual Ci- 
tai iu uma etapa intctal na via araqutdonato a prostaglandinas e 
iromboxanos 1 Fig. 1 1 - 16; veja também Adendo 2 l -2), 

Os leucotrienos, encontrados inicklmente em leucócitos, 
contém trés duplas ligações conjugadas. Ele são poderosos si- 
naus biológicos. Por exemplo, leucotrieno D* derivado de leu- 
cotneno A, induz a contração do músculo que Kvertc as vias 
aéreas do pulmão. A superprodução de leucothenos causa ata- 
ques asmáticos, e a síntese de leucoirienos é um dos alvos de 
drogas an t ias m atiças, como a predmsona, A forte contração dos 
músculos Sisos do pulmão que ocorre no choque anafilálicn é 
parle da reação potencial mente faial em indivíduos hipereensi- 
vds a picadas de abelhas, penicilina ou vários outros agentes. 

Os hormônios esterôídes transportam 
mensagens entre os tecidos 

Esteróides são derivados oxidados dos esteróis; eles têm 0 núcleo 
Mterôide, mas não têm a cadeia de alquila ligada ao anel D do 
colesterol e são mais polares do que este. Hormônios esteróides 
são transportados pela corrente sanguínea por carteadores pro- 
teicos, do sítio de produção até os teddra-alvo, 40 ride penetram 
nas células; no núcleo, tigam se a proteínas receptoras altamente 
especificas e induzem modificações na expressão gémea c no me- 
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Bguf a 1 M7 - Oi «taróidrt derivados do colesterol T«tos(efona. □ hormônio samaf masculino, t produztáo nos testículos Estradiof, um dm 
hormônios sexuam (emminos, ê produzido nos ovànos e na placenta Cortfeol e afdosterana sâo hormônios sintetizados no córtex da glândula supra- 
rmal; el« regulam o metabolismo de gkose & a excreção salina, respeclrvameme Prednisona e prednKokjria são compostos esleroidais usados como 
agentes antiinflamatórkK. 


tabolisma Dá hormônios têm alta afinidade por seus receptores 
e, por essa razão, concentrações muito baixas (nanamolar ou 
menos) b s!o suficientes para produzir respostas em tecidos-a I vo. 

Os principais grupos de hormônios esteròídes são os hormô- 
nios sexuais masculinos e femininos e os hormônios produzidos 
pelo córtex da supra -renal, conisol e aldosterona (Fig. i 1-17), 
Prednisona e prednisdona são compostos esieróide* com pólen 
trs atividades antíítillam atórias, mediadas em pane pela inibição 
da liberação de araquidonato pela fosfolipase A : (Fig, 1 1 16) e 
pdã consequente inibição da síntese de leucomeno*. proMagbn- 
dirias e t romhoxanos, Eles tèm várias aplicações médicas, inchi i n - 
dn o tratamento de asma e amfte reumatóide. 

Vitaminas A e D são precursores de Korm&nkw 

Durante o primeiro terça do século XX, uma grande irea de pes- 
quisa cm quirmea fisiológica foi a identificação de vitaminas — 
compostos essenciais ã saúde do homem e de outros vertebra- 
das, mas qwe náo podem ser sintetizados por des e. portanto, 
devem ser obtidos peia dieta. Os primeiros estudos nutricionais 
identificaram duas classes gerais desses compostos: aqueles so- 
lúveis em solventes orgânicos não-polares (vitaminas liposso- 
lúveis) t aqueles que podiam ser extraídos dos alimento* com 
solventes aquosos {vitaminas hídrossoíiiveisi. Eventualmente, 
o grupo lipossotüvcl foi dividido em quatro grupos de vitami- 
nas A, D, E c Ev. todos compostos isoprenóides sintetizados pela 
condensação de múltiplas unidades de isopreno, Destas, duas 
[DeÀ) servem como precursoras de hormônios. 

CHi 

ch 2 =c— ch— ch 2 

Isopreno 

Vitamina D }1 também chamada colecalciferol, é normal - 
mente formada na pele a partir de 7-dridrocolesicro] cm uma 
rtaçào foioqu imita catalisada pelo componente UV da luz solar 


(Fig, 11-18), A vitamina D^não à ativa biologicamente, mas é 
convertida por enzimas do fígado e dos rins em 1,25-diidroxí- 
colecalriferol, um hormônio que regula a absorção de cálcio no 
intestino e os níveis de cálcio nos rins e nos ossos. Deficiência 
de vitamina D leva à fnrmaçàn defeituosa dos ossos e ao raqui- 
tismo que ê dramaticamente revertido pela administração da vi- 
tamina. Vitamina D ; (ergocalcifcroil t um produto comercial 
formado pela irradiação do ergostcruJ do levedo com luz ultra- 
violeta. A vitamina Dj é cslruiuralmcnle similar à D* com uma 
hgeira modificação na cadeia lateral ligada ao anel D do esterol. 
Ambas têm os mesmos efeitos biológicos, ctD : é usualmente 
adicionada ao leite e á manteiga como um suplemento dietáno. 
Analogamente aos honoònios esteroidais, o produto do meta- 
bolismo da vitamina D. 1 Jí^diidroxkolecaláfeTol. regula a ex- 
pressão genica — por exemplo induzindo a síntese de uma pro- 
teína ligante de Ca 3 * no intestino. 

Vitamina A (retiixd) em suas várias formas funciona como 
um hormônio e como o pigmento visual dos olhos dos verte- 
brados (Fig. 11-19). D derivado da vitamina A, ácido retirknco. 
atua por meio de proteínas dos receptores do núcleo cdular. re- 
gulando a expressão génica no desenvolvimento do tecido epí- 
leiial, incluindo a pele. Actdo retmókpé o ingrediente ativo no 
composto tretinoina (Retin-A) usado no tratamento dè acne 
severo e pele enrugada. Retinal. o derivado da vitamina A, é o 
pigmento dos cones e basto neles da retina que inicia a resposta 
a luz, produzindo um sinal neurunaf ao cérebro. Esse papel du 
retinal está descrito em detalhe no Capítulo 13. 

Vitamina A foi isolada in iciaí mente de óleos de ligado de 
peixe; fígado, ovos, leite integral c manteiga são boas fontes na 
dieta, Nos animais vertebrados, o [l-carotenu, pigmento que dá 
a cor característica a cenoura, ha ta ta -doce e outros vegetais ama- 
relos, pode ser convertido em vitamina A. A deficiência de vita- 
mina A leva a uma variedade de sintomas no homem, incluindo 
secura da pele, olhos e membranas mucoso*; desenvolvimento e 
crescimento retardados; cegueira noturna, um sintoma precoce 
usado no díagnésüco de deficiência de vitamina A, 
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figura 11-18 - A produção de vrtamín* D, * 
seu meuboltsmo av O coiecaJciferoi ívrxamna 
D^é produzido na peie por vradação de 7-deir 
drocoiesrero' tom luz tiusvroétá: No ligado. um 
grupo hOfOnnô ê âdoonado em C-25. nos nns. 
uma segunda Ndroaulaçãq em C-l Dfoduí O ÓOí- 
mànio ativo. 1.25-dBdrowotecalaíefOú Esse hor- 
mônio reguiA o metâòolsmo de Ca“ '* nos nns, in- 
testino e OSSOS (to) A vitamina D de dieiá previne 
o raquitismo, uma doença que ja toi muno co- 
mum nos países de clima frio, onde vestimentas 
pesadas bloqueiam o componente LJV da luz solar 
necessário para a produção de vitamina D j na pele. 
À direita, em cima, a imagem de um menino de 
dois anos e meio com raquitismo severo, embai- 
xo, o mesmo menino com cinco anos de idãdé e 
a oca 14 meses de terapia com vitamina D, 


| I ftipi Mi ffftfihi 
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I .25» lUidroxicolecaid feral 
( 1,25-diidrraívita.mina Dj) 




Vitaminas E e K e as quinonas lipidkas 
«ao co-f atores de oxidarão e redução 

VIUiTiini E é o nome coletivo para um grupo de lipídios inli- 
mamenic relac j üfiados, chamados t ocoferõis . todos contendo um 
and aromático substituído e uma longa cadeia lateral isopre- 
nojdc { Fig. 1 1-Hla), Püt serem hidrofàbkoi. os tocoferóts asso- 
ciam-se à membrana celular, a depôs eu» lipidkos e a Upoprntei- 
nas do sangue. Tocoferóts são antioaídantes biológicos. O and 
aromático reage com as formas mais reativas dos radicais de 
oxigénio e outros radicais livres t os destrói, protegendo os áci- 
dos graxos in saturados e os lipídios da membrana contra a oxi 
dação, impedindo assim danos oxidaüvos causadores de fragili- 
dade celular. Tocoferóis são encontrados em ovos e óleos vege- 
tais, c são especial mente abundantes no germe-de -trigo. Animais 
de laboratório alimentados com dieta sem vitamina E desenvol 
vem pele escamosa, fraqueza e atrofia muscular e esterilidade. 
Deficiência de vitamina E no homem í muito rara; o principal 
sintoma é a fragilidade dos eritrócitos. 

O anel aromático da vitamina K (Fig. 1 1 -20b) sofre um ei- 
do de oxidação e redução durante a formação de procrombina 
ativa, uma proteína do plasma sanguíneo essencial para a for- 


mação do coágulo do sangue. Pmtromhina é uma enzima pro- 
leoJitica que quebra ligações peptidícas da proteína do sangue, 
fihrinogémo, para convertê-la em fibrina, a proteína fibrosa in» 
solúvd que mantém a estrutura dos coágulos do sangue, Henrik 
Dam e Edward A. Doisy, independentemente, descobriram que 
a deficiência de vitamina K retarda a coagulação do sangue, o 
que pode ser fatal. Deficiência de vitamina K não è comum no 
homem, com exceção de um pequeno número de lactentes que 
sofrem da doença hemorrágica do recém-nascido, um defeito 
potencialmenle fatal, Nos Estados Unidos, recém-nascidos it- 
ccbem rotindramente uma injeção de lmg de vitamina K. Vita- 
mina K] ífiloquinina) é encontrada em folhas de plantas verdes; 
uma forma relacionada, vitamina K> (menaquinona), é forma- 
da por bactérias do intestino de vertebrados. 

Warfarina (Fig, 1 l-2Qc) é um composto sintético que inibe 
a formação de protromhina ativa. É uma substância especial - 
mente venenosa para ratos, causando morte por hemorragia in- 
terna. Ironicamente esse potente rodenticida é também um valio- 
so composto anticoagulante para o tratamento de coagulação 
excessiva do homem, tais como pacientes cirúrgicos ou vitimas 
de trombose coronária. 
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Figura tl-20- Alguns outros isopunòídei ou derivados biologicamente ativos Unidades estruturais cfe isopreno estão indicadas por linhas tracejadas 
vermelhas. Na maioria dos tecidos de mamíferos, uhiquinona {também chamada cctenzima Q) tem der unidades de isopneno. Oolicáis de animais têm de 1 7 
a 21 undades de isopreno {35 a 1 05 átomos de carbono), doticúis bacterianos têm 11, e os de plantas e fungos têm de 1 4 a 24 unidades. 


devido a m ter ações btdrofõbicas, Os lipídios de membrana são 
CTliihloi mais didfmemtnte por nhcntes orgàoia» mais po- 
lares» como etanol ou metanol, que reduzem as interações hi- 
drofóbkas entre as moléculas de lipídios, além de enfraquece- 
rem as pontes de hidrogénio c as interações eletrostáticas que 
ligam lipfctíos e proteínas em membranas Um extrator frequen- 
temente usado e a mistura de clorofórmio, metanol e água, mi- 
cíahneute nas proporções [ 1 2:0,6) que são mísdveb, produnn 
do uma únka fase. Após a homogeneização do tecido nesse sol- 
vente para extrair iodos os lipídios, mais água é adicionada ao 
extrato resultante e a mistura se separa» então, em duas fases, 
metanol/água (fase superior) e clorofórmio ífase inferior). Os 
lipídios permanecem na camada de clorofórmio, e moléculas 
mais polares como proteínas e açúcares, na partição, ficam na 
camada metanol/água. 

Cromitografla de adsorçâo separa 
lipídios de polaridades diferentes 

A complexa mistura de Lipídios de tecidos pode ser fracionada 
ainda mais por procedimentos cromatográfkos* baseados na 
diferença de polaridade de cada classe de lipídios. Em eromato- 


grafia de adsorçào, um material polar, insolúvel, como sÜka-gd 
(urna forma de ácido silkico, SiíOH) j. é colocado em coluna 
de vidro e a mistura de lipídios íem solução de doroíórmio) t 
aplicada nu topo da eduna, (Em cromatografia de alta eficiên- 
cia. a coluna tem um diâmetro menor e os solventes atravessam 
a coluna sob aha pressão,) Os lipídios pobres ligam- se forte- 
mente ao ácido ülkko polar, mas os Lipídios neutros passam 
dfreiameme pela coluna e emergem nos primeiros d uatos dç clo- 
rofórmio (Fig. H-2lbL Os lipídios polares são então etuidos, 
em ordem de polaridade crescente, com os solventes de polari- 
dade prognessivamenie maior Lipídios polares, não-carregados 
(cerebrosídios, por exemplo), são eluidos com acetona, e lipídios 
muito polares ou carregados (como os glicerofosfolipídios} são 
duidos com metanol. 

Cromatografia cm camada delgada de ácido silicico em- 
prega o mesmo principio. Uma camada fina de sílica-gel é es- 
palhada em uma placa de vidro, na qual efa se adere. Uma pe- 
quena amostra de lipídios dissolvidos em clorofórmio é apli- 
cada próximo a uma da» arestas da placa, a qual é imersa em 
um recipiente raso contendo um solvente orgânico ou mistura 
de solventes — o conjunto é colocado em uma câmara satura- 
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Figura 11-21 - Procedimentos usuais empregados na 
extração, separação e Identificação de lipídios celula- 
res. (a) 0 tecido è homogeneizado em uma mistura de 
clorofórmio/metanol/ãgua, a qual apds centrifugação para 
a remoção do resíduo não extraível, fornece duas fases pela 
adição de àgua. Diferentes tipos de lipídios extraídos na 
fase de clorofórmio podem ser separados por (b) cnomato- 
grafia de adsorçâo em coluna de sílica-gel, eluida com sol- 
ventes de polaridade crescente, ou (c) cromatografia de 
camada delgada (TLC), na qual lipídios são levados através 
de uma placa coberta com silica-gel. por uma frente de 
sokente ascendente, onde lipídios menos polares migram 
distâncias maiores do que os mais polares ou carregados 
eletricamente. Com solventes apropriados, a TL C pode ser 
usada para separar espécies lipldicas muito semelhantes; 
por exemplo, os lipídios carregados, fosfatidrlserina, fosfa- 
tidilglicerol ou fosfatidílinosrtol podem ser facilmente sepa- 
rados por TLC. Para a determinação da composição em 
ãddos graxos, uma fração lipidiea contendo ácidos graxos 
ligados como ésteres é transesterif içada a quente em uma 
solução aquosa de IMaOH e metanol {d}, produzindo uma 
mistura de ésteres metílicos de ácidos graxos. Esses ésteres 
metílicos são então separados de acordo com o seu com- 
primento de cadeia e o grau de saturação por (e) cnomato- 
grafia gás-líquida (GLC) ou ff) cromatografia líquida de alta 
eficiência (HPLQ. Determinação precisa da massa molecu- 
lar por espectrometna de massa (veja Adendo 5-3) permite 
a identificação de lipídios individuais sem ambiguidade. 



da com os vapores do solvente. Enquanto o solvente ascende 
peta placa por açâo capilar, os Lipídio» são carreados também 
(Fig, Il*21c). Os Lipídios menos polares são os que migram, 
em distâncias maiores, pois têm menos tendência a se ligar ao 
ácido silícko. Após a separado, os lipídios podem ser identifi- 
cados pda nebulização da placa com um corante (rodamina) 
que fluoresce quando associado a lipídios, ou por exposição 
da placa a vapores de iodo. lodta reage rwnwdmenlt com as 
duplas ligações nos ácidos graxos, de modo que lipídios con- 
tendo ácidos graim insaturadns desenvolvem uma cor amare- 
la ou marrom. Existem outros reagentes que, por nebultzação, 
são úteis para identificar lipídios especi íkoi. Para análises sub- 
sequentes, as regiões contendo os lipídios separados podem ser 
removidas dá placa e 05 lipídios recuperados por extração com 
um solvente orgânico. 

Cromatografia gás-liquido separa misturas 
de derivados voláteis de lipídios 

Cmmotografia gás-liquido separa componentes voláteis de uma 
mistura, de acordo com suas tendências relativas de se dissolver 
no material inerte empacotado na coluna de cromatografia e de 
se volatilizar e se mover através da coluna, carreados por uma 
corrente de um gás inerte como o hélio Alguns lipídios são na- 
turalmente voláteis, ma* outros devem ser derivai izados para 
aumentar sua uolatibilkhde (ou seja, diminuir seu ponto de 
ebulição), Para lima análise de ácidos graxm em uma amostra 
de fosfolipídios, os lipídios slo inicí almente aquecidos em mis- 
turas mewnoiyHG ou metanol/NaOH. que convertem ácidos 
graxos esterifkados com. o glicrml em esteres metílkos (trati- 
sesíehficãçáo). Esses adimetü ésteres graxas são introduzidos 
na coluna de cromatografia gás-liquido, e a coluna é aquecida 
para volatilizar os compostos. Os jciléslcrcs graxos mais solú- 
veis nu material inerte da coluna se particionam (se dissolvem) 
nesse material; aqueles menos solúveis são levados pela corrente 
de gás hélio e emergem primeiro na saída da coluna. A ordem de 
duiçâo depende da natureza do adsorvcnle na coluna e do pon- 
to de ebulição dos componentes da mistura líquida. Usando es* 


sas técnicas, misturas de ácidos g rasos de vários comprimentos 
dc cadeia t de vários graus de insáturaçio podem ser completá- 
mente separadas (Fig. L l-2le). 

A hidrólise específica ajuda na 
determinação da estrutura de lipídios 

Certas ciasses de lipídios são suscetíveis a degradação em condições 
especificas. Por exempkx todo* OS ácidos graxos em ligação éfler 
em t rig] icendios. fosfoüp idi ira e em ésteres de esteuus são liberados 
por tratamento brando com áodos ou base, e condições de hidró- 
lise pouco mais drásticas liberam ácidos graxas de Ligações maáí 
em esfmgúliptdias. Enzimas que espedíjcamente hidiolisam coiós 
Itptdtos são também úteis na d tierm inação da estrutura de lipídios. 
EoiíóJjpascs A, C, e D ( Eig. 1 1 - 1 3) podem, cada uma, quebrar lifjF- 
ções específicas em fosfolipidii» c fornecer produtos com solubili- 
dades e comportamentos característicos. FbsRilipase C, por exem- 
plo, libera um álcool fosforilado (como tbstbcolina de tostai idilco* 
li na), solúvel em água, e um diacilglicerol, solúvel em clorofórmio; 
ambos podem ser caracterizados separadamente para determinar a 
estrutura do fosfblipídiu Intacto, A combinação de hidrólise espe- 
cífica com caracterização dos produtos por cromatografia de cama- 
da delgada de alta eficiência ou gás -líquida frequentemente permi- 
te a determinação da estrutura do Lipídio. 

Esp^ctrometria de massa revela 
a estrutura completa de lipídios 

Para estabelecer definitiva mente o comprimento de uma cadeia 
hidmt arhònica ou a posição de duplas ligações, i análise espec- 
tral de massa de lipídios i inestimável. As propriedades quími- 
cas de lipídios similares (por exemplo, dois ácidos graxos irua- 
t ura d os em posições diferentes, ou dots isoprenõides com dife- 
rentes números de unidades de isopreno) são mu ilo semelhantes, 
e sua posição de duiçâo nos vários procedimentos cromai «grá- 
ficos frequentemente não distingue enlre eles. Quando os dua- 
tos de colunas cromatográficas são constantemenle amostrados 
por especirometria de massa, os componentes de uma mistura 
Üpídica podem ser simultaneamente separados e identificados. 


Resumo 


Lipídios são componentes celulares insolúveis em 
água que podem ser extraídos com solventes náo- 
pclares. Alguns Lipídios servem como componen- 
tes «iruturaú de membranas e outros com o forma 
de armazenamemn de combustíveis. Acido* groxos. 
que fornecem c® componentes hidrocarbAnkca de 
muitos [Lpldios, frequentemente têm número par de 
atutmo dt carbono í geralmente [2 a 24 1 e podem 
ser saturado* ou imaturados ácido* graxas insaiu- 
rados têm duplas ligações na configuração rií. Na 
maioria dos ácidos graxos insaturados, uma dupla 
ligação csll na pnsiçãn (entre C-9 e C-10), 
Triadlgli ceróis contêm três moléculas de ácidos 
graxoa eiterifiçados aos três grupos bidroxila do glí- 
cerol, Triacilgliceróis simples contém apenas um 
tipo de ácido graxu; triacilgJiceróís mistos contém 
dois ou três tipos. Triacilgliceróis são prímariamen- 
te gorduras de armazenamento; eles estão presentes 
em muitos tipos de alimentos. 

Os Lipídios polares com cabeças polares e caudas 
não- polares sào os campooe níes principais de mem ■ 


hranas, CK mais abundantes são os gticerofosíotipi- 
díos, que contém Jl. u< molécula* de ácidos groxos 
esteri ficadas com dois grupos hi droxíla du gJucroL 
e um segundo álcool, o grupo-cabeça, sterificadu 
com a terceira h idroxi la do glkerul por uma ligação 
fosfodievter. Glkerofbdbtipídio* diferem na estru- 
tura do grupo -cabeça; glicerofosfotipídio* comuns 
são fbsfalidileianolamina e fosfaiidikoliru As Ca- 
beças polares dos glicerolbsfoiipidios aprese mam 
cargas elétricas cm pH próximo de 7, Gs csfingoli- 
pídios, também componentes de membrana, con- 
tém esfingosina, um arnmoálcool difátíco de cadeia 
longa, mas não contêm gliceroL Esfingo miei iria tem, 
além de ácido fosfórico e colina, duas longas cadeias 
hidrocarbonadas, uma contribuída por um ácido 
graxo e a outra por tsíingosina, Três outras classes 
de esfingolipídios são cerebrosldios, glnbosldios e 
gangliosldiõs, OS quais contém açúcares cumo com- 
ponentes, Colesterol, um esterol, é um precursor de 
esteróid» c um componente importante da mem- 
brana pí asmática de células animais. 
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Alguns tipos de lipídios, ainda que presentes em 
quantidades relativamente baixas, têm papéis críti- 
cos como co -fatores ou sinais. Fosfatidtlinositol é 
hidrolisado fornecendo dois mensageiros intrace- 
lulares, diacilglicenol e inositol 1,4,5-trifosfato. Pms- 
taglandinas, tromboxanos e leucotrienos sáo hor- 
mônios extremamente potentes, derivados de ara- 
quidonato- Hormônios esteroidais são derivados dos 
esteróis, Vitaminas D, A, E. t K são eompostoi li- 
possolúveis contendo unidades de isopreno. Todas 
tám papáis essenciais no metabolismo ou na fisio- 
logia de animais. Vitamina D é o precursor de um 
hormônio que regula o metabolismo de cálcio. Vi- 
tamina À fornece o pigmento visual dos olhos dos 
vertebrados e age como um regulador da expressão 
gênita durante o crescimento da célula epitdial. 


Vitamina E funciona como protetor dos lipídius de 
membrana contra danos oxidativos, e a vitamina K é 
essencial para o processo de coagulação do sangue. 
Ubiquinonas e plastoquinonas, derivados isoprenúi- 
des, funcionam como transportadores de elétrons em 
mitocúndrias e doroplastus, respectivamente. Doli- 
côis ativam e ancoram açúcares em membranas ce- 
lulares para uso na síntese de certos carboidratos com- 
pkxoíK glicoLpídios c glicoproteínas. 

Na determinação da composição UpJdica, lipídios 
são extraídos dos tecidos com solventes orgânicos e 
separados por cnomatografia em camada delgada, gãs- 
Hqutdo e de alta eficiência. Lipídios individuais são 
identificados pelo seu comportamento cmmatogrã- 
fico, sua suscetibilidade à hidrólise por enzimas es- 
pecíficas ou por espectrometria de massa. 


I Leitura Adicional 

Geral 

Gurr Ml & Hanvood JL (1990) Lipid Biochemistry: An 
introduction t 4th edn, Chapman tír Hall. London. 

Uma boa fonte geral sobre a estrutura e o metabolis- 
mo de lipídios, em nível intermediário. 

Hanvood JL & Russell Nj. (1984) Lipidí in Plants and 
Múrobes. George Allen St Unwin, Ltd„ London. 

Descrições cnrtas e daras de tipos de lipídios, sua dis- 
tribuição, metabolismo e função em plantas e micró- 
bios, em nível intermediário. 

Mead JF, Alfln-Skter RB, Hnwton DR,& Popfák G. ( 1986) 
Biochemktry ofLipids , Lapcproreirií and Membrana* New 
UomprehensLve Biochemistry, Vol. 31, Elsevier Science 
Fublishtng Co,, Inc,, New York. 

Uma excelente coleção de revisóes sobre os vários as- 
pectos da estrutura de lipídios, biossíutese e função. 

Lipídios estruturais e 
membranas 

Gravei RA, Cl&rkc JTR, Kahack MM, Mdijmn D, Sand- 
hofif K, & Sur.uki K, (1995) The GM 2 gaogliosidoses. In 
The Metãbolic and Molecular of fnherited Diseme* 
7th edn (Scriver CR, Beaudei AL, Sly WS, & Valle D, eds), 
pp, 2839-2879, McGraw-HÜl, Inc., New York. 

Fste artigo, um dos muitos nesta obra de trés volumes 
que contêm descrições exaustivas dos aspectos clíni- 
cos, bioquímicos e genéticos de centenas de doenças 
metabólicas humanas, é uma fome autorizada e de lei- 
tura fascinante. 

Hakamuri S, (198(5) Gtycosphirtgolipids. .Sei. Apíi. 234 

(May), 44-53. 

Hoekstra D (ed). ( 1994) Ceü lipids, Currcnt Topics in 
Membranes, Vol. 4, Acadcmic Press, Inc., San Diego. 
Ostro MJ. (1987} Liposomes. Sei. Am, 256 (January}, 
102-111. 

Sastry PS. (1985) Lipids of nervous tissuc: composifion 
and mctaboiism, Prog Lipid Re s. 24, 69- 1 76, 

Spector ÀA Sí Yorek MA, ( 1985) Membranc lipid com- 
pus itiem and ccllular function, /. Lipid Re. j, 2b, 1015- 
1035. 


Lipídios com atividades 
biológicas específicas 

Bell RM, Exton JH, flr Prescott SM (eds), { 19%) Lipid Sec- 
ond Messengers, Handbook of Lipid Research, Vol. 8, P3e- 
num Press, New York. 

ChojnackLT. St DaJlner G. (1988) The biological role of 
dolichol. Biochem. /. 251 , 1-9. 

Machlin LJ, Sc Bendich A, (1987) Free radical tissue dam- 
age: protective role of antioxidant nutrients. /. 1. 

441-445. 

Breve discussão sobre tocoferóis conto antioxldantes e 
seu papel na prevenção de danos por radicais livres de 
oxigénio, 

Prescott SM. Zimmerman GA, & Mclntyre TM. (19901 
Flatelet-activatingfactor . }. Binl. Chem. 265, 17.381-17.384. 
Snyder F. Lee T-C & Blank ML (1989) Platelet-activat- 
ing factor and related etber lipid mediators: biological 
activities, metabnlism, ajid regulation. Aríti. JV.K Acad. 
Ser. 368, 35-43. 

SuttieJW. G993) Synthesií of vitamin K -dependem pro- 
teins. FASEBJ. 7,445-452. 

Vermeer C, (1990) y-Cãrboxyglutãmate-contairiing pm- 
teínsand the vitamin K-dependent carboxylase. Biockem. 
L 266, 625-636. 

Descreve a base bioquímica do papel da vitamina K na 
coagulação do sangue e a importância da carboxíla- 
çán na síntese da proteína da coagulação, trombina. 
Viilala J Si Jãrnefelt J, (1985) The red ceil surface revisil- 
ed- Tmufs Biochem. Sei. 10, 392-395. 

Inclui discussão dos determinantes dns tipos sangCH- 
neos humanos. A, R e Q. 

Separação e análise de lipídios. 

Rateai M. ( L986) Techniqueí of Lipidclogy: lsobtÍon t Anal- 
y$is and Identification of Lipidí, 2nd edo, Labor atory Tech- 
mques in Biochemi^c^y and Molecular Biology, Vol. 3, Fan 
2 (Burdoo RH St vati Knippenberg PH, eds), Elsevier Sci- 
ence Publishing Cn,, Inc., New Ynrk. 

Mat^ubara T & Haga^hi A. (1991) FAB/Mas-s; spectrome- 
try of lipids. Projf. Lipid fies, 30, 301-322. 

Uma discussio especializada sobre a identificação de 
lipídios por espectrometria de bombardeio rápido de 
átomos (FAB), uma técnica poderosa para determina- 
ção de estrutura. 


I, Dcfiniçá» operacional dc lipídios, Gemia a definição 
de "lipídio" difere de ou [roa ripos de definição usada para 
OUtm hmmokculus que taram estudadas, tais como 
■minoktàM, Judos nudíiem c proteínas? 

2* Pontos de frisio de lipidíos, Os pontos de fusão de 
uma sêfíe Jcidus gratos de 18 carbonos sio: ácido esteá- 
rico, iCido oííicQ. LJ.í^C; ácido Imoléico, -^C; 

c ácido tmolínko, -I TC. Ui Qual aspecto estrutural 
desses ácidos gr anos de UJ carbonos pode ser relaciona- 
do aos pontos dr fusão? Mostre uma explicação mole- 
cular para a tendência nos pontoa de fusão. (b* Dese- 
nhe lodos os Lructlglicerôts possíveis que podem ser 
conslrufdos de gEtceml, ácido pai mil ko e Acido oléico. 
Organiza -os em ordem crcsccnlc de ponto dc íusão- 
(c) Actilus gratos de cadeia ramificada são encontrado? 
em algum lipnlMv, de membranas hacteríanas. A presen- 
ça deles aumentaria ou dumniiini a fluidev das mem- 
branas UMi veia. seu% ponlm de fusão wrwn menores ou 
ItUnKni 1 |V* que 1 

.V Preparo de molho " Bearnaivr' Durante a preparação 
do imího Bearnaise, gemas de ovo tão incorporadas na 
manteiga fundada para estabilizar o molho e impedir a 
separação. O fator de «labiliaaçào na gema do ovo é 
feciltiu l írHÍandileoliflJl. Sugira por que dso hmoona. 
4. Componente» hnJf ofotmcn e hidrofftkus dos lipídios 
de membranas. Dm aspecto estrutural comum nas mo- 
lécuks dc lipídios dc membrana* í uu natureza anfipa- 
tka. Frir ewmplo, ru fe^údikcJiJu. u duas cadeia* de 
ácidos grupt são hidrufdbicai e a cabeça polar, íosioen- 
hma, í htdrofllica Pán cada wn dos seguintes lipídios dc 
membrana, tdmti fique oi componentes que servem como 
unidades hidrnfóbicai c unidades hidrofilicra: tal fbsfa- 
tKhleianolimtru; (b) csfingomictii»: íc) galactosLkerr- 
brmidHi; ídí ganghasádioi íe> colesterol. 

5- Labitiáadc alcalina de trLaciglkerMi. Uma maneira co- 
mum de limpar o esgoto de pia de cozinha ê usar um 
produto contendo htifrbxkki dr sodio Fzpliqoe por que 
isso è eficiente. 

6. A ação de fovfohpives O srneno da tectirl orímul 
(Owfiiiããt/Tuniriiil c da napa Indiana contêm íosfoli- 
pase A> que catalisa a hidroliie de ácidos gr a*&s na posi- 
ção C-2 dc ghcerofosfoéipídioL O losiol ipidm;, produto 
dessa nraçáo, e a liudecilina (lecitina e frntaikiikulinaj, 
t'm altas concentrações. este c outros lisufasMipídius 
agem como detcrgcnlts, dissolvendo as membranas dos 
eriiráeiMis e liundo as cêíuliv Hemólise cximsa pode 
ver mortal. 

(a) Delergemei *4o anftpiikat. Quais são os segmen- 
tos hidrufilkos e hidrofbbicos da tisoleciima? 

(hl A dar e a inflamação camadas por mordida de co- 
bra podem ser tr alados tom ceri™ csterftidpi. Qual é a liasc 
dewie 1 rala mentol 


£c) Altos niveis de fosfolipàsc A* podem ser mortMfc 
mas apesar disso essa enzima f necessária para uma varie- 
dade dc processos metabólicos normais. Quais sto eu» 
processos? 

7, Mensageiros intracelulares a partir de fosfatidíliiteib 

tois. Quando o hormônio vjsopresaina estintub 4 dt«A* 
gem de fbsfatidilinositol 4,5-difoífato pek fosfotipaie C 
sensível ao hormônio, dois produtos iáa formados, Com» 
pare suas propriedades e suas solubilidades em água. ( 
prediga se cada um deles se difundirá com facilidade por 
meio do ciloool. 

S. Armazenamento de vitaminas tipowiluveU i m euft* 
traste com vitaminas hidrossolúvet», que devem kt par* 
de nossa dieta diária, as vitaminas lipossoluvets podes 
ser armazenadas no corpo em quanlidadfc* sufkiefHa 
para muitos meses, Sugira uma explicação para evu difc- 
rença baseada em soluinlidides. 

9. Hidridtse de lipídios. Nomeie os produtos di hidrhliK 
branda com NaOH de (a) I esle jíoiI . . I dipdrrutoãgb- 
cerol: (bt l-palmiloil- 2 -oleoilfosfalidd colina. 

10. Efetlo da polaridade na solubilidade i Vgamre o* «e- 
guinto compostos ecn ordem crescente de toluhüdadE 
um üiadiglxefui um dcaciigjkecol e um monoacil^kr- 
roi, todos contendo somente ácido palmttka 

11. Separação cromalografica de lipidiov Uma matura 
de lipídios e aplicada a uma coluna de tüjca-gete ■ alu- 
iu ê lavada com solventes de polaridade crescente. A mis- 
tura consiste de: fosfatklilsertTU, colesteril pafrnttato (um 
íster de etterol), luslitidilel irvdimin j fmfandikoim^ 
esfingumielinj, leidü pabnítka, n-írtradeCiTiol, tns^ 
glicetnl e colesterol. Em que ordem voei espeta a riuiçla 
dos lipidius iia coluna* 

12. Idcr.tiíiciçiü dc lipídim dncunhmdcn Fohann Thü- 
dichum, que exenia a Medicina em Londres 10C anca 
áLrat, dedicava-se também, rm seu tempo forre, á quuu- 
ca de liptdiiis. Ele isolou várim lipádu» do leçidu nemi 
zmnlos, dos quais (oram caracterizado* ç nomeados. Sem. 
peque FM « frascos midaduumcnle icUdos e sdrrvldicadat 

contendo lipídios luihdm íoratr nrdevcobertm tmiilm 
anos mais Lardc. I a > Como voçí confirmai ta, usando tft- 
nicas não dispunive» para Thudic Hutn. qUc o> fuiqui- 
ufros idcn( ifrmdns como corriendo ~esfin|lottuelin** , t ‘ce- 
lebrnçiUki* reulmcnlc, commham cv\o cofflpirtios? íb| 
Omiti você distinguiria esfingornidina de (osfrmdilceA- 
na por le*les químicos, fisico* c etizimáticosí 

13. NioidrifU para frVelaf lipídios em placas dc TtC Uí- 
nidruia reage espec ilicameni e tom ami nas pnrnánu para 
formar um produto azul-púrpura, Uma LTurnaiogralu 
de camada delgada de fosfrilipldíos dc ligado de mto t 
pulverizada com nintdfifu e mantida alf o deveu volvi- 
menió da cor. Quais foriblipidiaa podem ser dmectadac 
dessa maneira? 


301 


CAPITULO 12 


Membranas Biológicas e Transporte 


A primeira célula provavelmente surgiu quando uma membra 
na formada, englobando um pequeno volume de solução aquo- 
sa, separava-a do restante do universo, As membranas definem 
a limite externo das células e regulam o trânsito molecular atra- 
vés desse limite; nas células eucariótlcas, elas dividem o espaço 
interno em compartimentos distintos para separar processos e 
componentes [Fig. 12-1), Elas organizam sequências de reações 
complexas t são essenciais tanto para a conservação da energia 
quanto para a comunicação célula -célula. As atividades biológi- 
cas das membranas devem-se a suas notáveis propriedades físi- 
cas. As membranas são flexíveis, aulo-sdanles e selei iva mente 
permeáveis aos solutos polares. Sua flexibilidade permite altera- 
ções, de forma que acompanham o aescimeiilo celular e a mo- 
vimenuçào (como o movimento amebàide). Com sua habili- 
dade de se romper e sdar, duas membranas podem-se fundir, 
como na exocitose. ou um compartimento envolto por uma 
membrana pode sofrer fissão produzindo dois com partimenuw 
selados, como na endoritose ou na divisão celular, sem que ocor- 
ram grandes perdas através das superfícies celulares. Pelo fato 
de as membranas serem seletivamente permeáveis, elas retém 
certos composto» e rons dentro das células e de compartimentos 
celulares específicos, enquanto excluem outros. 

As membranas não são somente barreiras passivas, Elas in- 
cluem um conjunto de proteínas especializadas na promoção 
ou na catálise de uma variedade de processos celulares. Na su- 
perfície celular, transportadores conduzem solutos orgânicos 
específicos e ions através da membrana; receptores capto m si- 
nais exlracdularcs e desencadeiam aherações moleculares na 
célula; moléculas de adesão mantem células vizinhas juntas. 
Dentro da célula, as membranas organizam processos celulares, 
conto a iinlnc de lipídios e de certas proteínas, e as transduções 
de energia nas mitocóndrias e nos doroplastot As membranas 
ooíisbicm de apenas duas camadas ác moléodas e são, portan- 
to, muito finas; elas sâo essenctdmentc bidimensionais. Fdo fato 
de as colisões miemiofeaibres serem muito mais prováveis nes- 
se espaço bidimensional do que no tridimensional, a eficiência 
de processos catalisados por enzimas organizadas dentro de 
membranas e grandemente aumentada. 

Neste capitulo descreveremos, primeiro, a composição das 
membranas celulares e sua arquitetura química — estruturas 
moleculares dinâmicas que propiciam suas funções biológicas. 
Descreveremos várias classes de proteínas de membrana defini- 
das peb maneira com que se associam com a bicamada lipídica, 
Adesâu celular, endocitose e fusão de membranas, a qual ocorre 
com infecção virai, ilustrarão u papel dinâmico das proteínas de 
membrana, Depois, trataremos da passagem de solutos através 
da membrana, mediada por proteínas, por meio de transporta- 
dores e canais tónicos. Em capítulos posteriores, discutiremos n 
papel das membranas na transduçáo de sinais (Capítulos 13 é 
23}, na transduçáo de energia (Capitulo 19), na síntese de lipídios 
(Capitulo 21) e na síntese das proteínas (Capitulo 27). 



Figura 12-1 - Membranas biológicas Vistas em secção transverssl. 
todas as membranas intracelulares compartilham uma aparência tríla- 
mmar característica O protozoário Parametium contêm uma variedade 
de org anelas envoltas púr membranas Quando um corte tmo de um 
ftnamecájm ê corado com letf óxido de ôsmio para realçar as mem- 
branas. cada uma delas aparece com uma estrutura de três camadas, 
dê 5 a Snm <50 a BOÀi de espessura As imagens v < laminares confiem 
dê duas camadas eíetrodensas nas supedkies interna e externa, sepa- 
radas por uma região ceniral menos densa Acima estão imagens em 
grande aumento das membranas de i*l um corpo celular (membranas 
ptavnat*ca e ahreotar, esiroiameme justapostas*, (b) ufn Lbo; (Cf urna 
miiooõndna; íclí um vacOoto digevtrvo, i*) o retículo endoplavnapcp. e 
(f) lama vesícula secretora 


Os Constituintes Moleculares 
das Membranas 

Uma maneira para entender a função da membrana é estudar 
sua composição — - determinar, por exemplo, quais componen- 
tes são comuns a todas as membranas e quais sào exclusivos de 
membranas com funções específicas. Antes de descrevermos a 
estrutura ê a função das membranas, consideraremos, purtonto. 
os componentes moletu lares das membranas: as proteínas r os 
lipídios pobres, que ião responsáveis por quase ioda a massa de 
membranas biológicas, e carboidratos presentes como parte de 
gfkoproteinos e gjicolipidios. 


Tabela 12-1 - Componentes principais das membranas plasmãticas em vários organismos 



Componentes (% em paw) 
Proteínas Fosfoli oídios IsUroI 

Tipo estere! 

Outras lipídios 

Banha de rmelina humana 

30 

30 

1$ 

CotesteraJ 

Galaeiolipiòios. ptesm^ogem 

F dduío de camundongo 

45 

27 

25 

Coíestero* 

— 

fíjiia de mJho 

47 

26 

7 

Stlosteroí 

Gatactrticxíios 

Levedua 

52 

7 

4 

Ergosterd 

Tnacá^tcoròs. ésteres de estetas 

ftyarrvo um ipratoía diado) 

56 

40 

4 

fe&ynasíerqt 

— 

£ íoS 

75 

25 

0 

— 



Cada tipo de membrana possui 
lipídios e proteínas características 

A* proporções relativas de proteínas e lipídios variam com o tipo 
de membrana ( Tabela 12-1), refletindo a diversidade dos papeis 
biológicos Por exemplo, certos neurônios possuem uma bai- 
nha de inielina. uma extensão da membrana plasmática que se 
enrola na célula muitas vezes e atua como um Isolante elétrico 
passivo. A bainha de mielina consiste p H n d pai mente de lipídios, 
cnquanio as membranas p [asmáticas das bactérias e as mem- 
branas das mítocòndms e dos cloroplastos, em que se realizam 
muitos processos metabólicos catalisados por enzimas, contém 
mais proteínas do que lipídios, 

Para c*s estudos da composição dia membrana r a primeira 
tarefa c isolar a membrana selecionada, Quando células eucarió 
ticas são submetidas a Forças mecânicas de dsaJhamenta suas 
membranas pl asmáticas são rompidas e fragmentadas, liberan- 
do os componentes dtoplasmáticos c as urganelas envoltas por 
membranas, tais como as mitucóndrias, os cloroplastos, os ti- 
sossomos e os núcleos. Os fragmentos da membrana ptasmitica 
e as orga nelas intactas podem ser milado* por técnicas de cen- 
trifugação descritas no Capitulo 2 (veia Fig, 2-20). 

A análise química das membranas isoladas de virias fontes 
revela certas propriedades comuns, Cada reina, espécie, tecido 
ou lipo celular e as orga nelas de cada tipo celular possuem um 
conjunto característico de lipídios de membrana. As membra- 
nas pl asmáticas dos hepatódtos, por exemplo, são enriquecidas 
cm colesterol e não contém cardiolipiiui detectivel (Fig, 1 2-2); 
na membrana mitocondrial interna dos hepatódtos, essa distri- 
buição é reversa. As células, daramente, possuem mecanismos 
para controlar as espécies e as quantidades de lipídios de mem- 
brana que das sintetizam e para direcionar lipídios específicos 
para as organdas particulares. Em muitos casos, podemos ima- 
ginar van tagens adaptari vas de d ls tintas combinações de 1 1 pidios 
de membrana: em outros casos, o significado funcional dessas 
combinações permanece a ser descoberto 

A composição das proteínas de membranas de várias fontes 
vara ainda mais Intensamente do que a suã composição lipídi- 
ca, refletindo especialização funcional Em uma célula de basto- 
nete da retina de vertebrado, uma porção da célula é akameme 
especializada para a recepção da luz; mab de 90% das proteínas 
da membrana ptasmática, nessa região, é a gluiopruicina rodop- 
sína, que obvcine a luz. A membrana píasmilica do eritróçítu. 
menos npcdalmds, possui cerca de 20 tipos de proteínas proe- 
minentes, bem com» dezenas de secundárias; muitas das quais 
são transportadores, cada uma levando um soluto específico atra- 
vés da membrana. A membrana plasmática da Escherkhia cu/i 
contém centenas de proteínas diferentes, incluindo transporta- 
dores e muitas enzimas envolvidas no metabolismo da conser- 
vação de energia, síntese de Lipídios, transporte de proteínas e 
divisão celular. A camada externa da li cali possui uma função 
diferente (proteção} e um conjunto de proteínas diferentes. 
Algumas proteínas de membrana estão cnvalçn temente li- 
gadas a um dispositivo complexo dc carboidratos. Por exempio> 
na gltcofonna, uma gSicopmleina da membrana plasmática do 


c Pla^máiic* 

-q MiUtLitndriaJ inlcm* 

,1. MitütondnaJ externa 

I 

■ê 


HeEicuki 

E endoplasmãtico rtigoio 
% Hclkuld 

5 dndúpLasmálEO.1 4 im> 


Golgí 



AurtcnUgem de lipkbo de irwmtruu 



Figura 12-2 - Composição lípídlca da membrana plasmàtka e de 
membranas das organelas de um hepatòdto de rato A especializa- 
ção funcional de cada tipo de membrana está refletida em sua composi- 
ção Hpídica única. O colesterol (laranja) é proeminente nas membranas 
pl asmáticas, mas apenas deteciável nas membranas mitocondriais. A car- 
diõlrpina (azul) é um componente principal da membrana mitocondrial 
interna, mas não da membrana plasmática. Fosfatidilserma, fosfatidilmo- 
sitol e fosfatidilgíicerol (amarelo) são componentes relat ivamente escas- 
sos na maioria das membranas, mas podem desempenhar funções críte 
Cãs Fosfatidilinositol e seus derivativos, por exemplo, são importantes 
nas transduções de sinas desencadeadas por hormôrvas És* ingaíioK&oi 
(vermelhol, fosí aiidJcotira (purp^aí e fosfaticfctelariclanvna (verde) es- 
ião presentes na ma*™ d» membranas, mas em diferentes proporções 
GJicoíipidias. que são os poncipan «smponents das membranas dos <k> 
r oplasios de plantas, estio wituaãnente ausentes das c^Uas án rnrtan 


eritrõeito. 60% da massa consiste de unidades de otigossacari- 
deos com plexos, ligadas covalenlemente a resíduos específicos 
de arninoicidos. Os resíduos de Ser, Thr e Asrs são os pontos de 
ligação mais comuns (veja Hg. 9-25). À outra extremidade da 
escala é a rodopsina da membrana p] asmática da célula bastone- 
le, que contém um único hex assaca ri deo. As porções açúcar das 
glicoproteínasde superfície influenciam o enovelamento da pro- 
teína, hem como sua estabilidade e destino intracelular, e de- 
sempenham um papel significativo na ligação específica dc li' 
gani cs anji receptores glicoprotéicos de superfície (veja Fig. 9- 
29), Diferentemente das membranas plasmáticas, as membranas 
intracelulares como as de mitocémdrias e domplastos raramen- 
te contém carboidratos ligados covalen temente. 

Algumas proteínas de membrana estão ligadas covalen temente 
a um ou mais. tipküra que. como veremos, funcionam como ân- 
coras hidrnfobitas segurando as proteínas na membrana. 
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A Arquitetura Supramolecular 
das Membranas 

Todas as membranas biológicas compartilham certas proprie- 
dades fundamentais, Elas são impermeáveis à maioria dos sob' 
tos polares ou carregados, mas permeáveis aos compostos não- 
polares; apresentam de 5 a 8nm (50 a SOÂ) de espessura e pare- 
cem trilaminares quando vistas por meio de um corte transversal 
ao microscópio eletrónico (Fig. 12-1), A evidência proveniente 
tanto da microscopia eletrônica e de estudos da composição quí- 
mica, bem como de estudos físicos de permeabilidade e da mo- 
bilidade individual de moléculas de proteínas e lipídios dentro 
da membrana, levou ao desenvolvimento do modelo do mosaico 
fluido para a estrutura das membranas biológicas {Fig, 12-3). 
Fosfolipídios e esteróis formam uma b [camada de lipídio na qual 
as regiões não -polares das moléculas dos lipídios são orientadas 
para o centro da bicamada, e os grupos polares, para o exterior. 
Nessa lâmina da bicamada>as proteínas globulares estão incrus- 
tadas em intervalos irregulares, mantidos pelas interações hi- 
dmfóbicas entre os lipídios da membrana e os domínios hidro- 
fóbicos nas proteínas. Algumas proteínas projetam -se em um 
dos lados da membrana; outras possuem domínios expostos 
em ambos os lados. Considerando o 11 lado” da membrana, a 
orientação das proteínas na bicamada é assimétrica; os domí- 
nios protéicos expostos em um dos lados da bicamada são di- 
ferentes dos expostos no outro lado, refletindo a assimetria 
funcional. As unidades protékas e Lipfdicas individualizadas 
em uma membrana formam o mosaico fluido, cujo padrão, 
diferentepnente de um mosaico de ladrilhos de cerâmica em 
argamassa, é livre para se alterar constantemente. O mosaico 
da membrana ê fluido pelo fato de as interações entre seus com- 
ponentes não serem cova lentes, deixando liberdade para as 
moléculas individuais dos lipídios e das proteínas se movimen- 
tarem lateralmente no plano da membrana. 


Examinaremos com mais detalhes algumas dessas caracte- 
rísticas do modelo do mosaico fluido e consideraremos a evi- 
dência experimental que confirma u modelo. 

A bicamada de lipídio é o elemento 
estrutura! básico das membranas 

Glicerofosfolipídios, esfingolipídios e esteróis sào praticamente 
insolúveis em água. Quando misturados com a água, formam es- 
pontaneamente agregados lipídicos microscópicos em uma fase 
separada de sua vizinhança aquosa, agrupando-se com suas por- 
ções hidrofóbicas se contactando mutuamente e seus grupos hi- 
drofilicos interagindo com a água que a cerca. Lembre-se de que o 
agregado de lipídios reduz, a quantidade da superfície hidrofóbica 
exposta à água e, dessa forma, minimiza o número de moléculas 
da camada de água organizada na interface água-lipídio (veja Fig, 
4-7), resultando em aumento na entropia. Interações hidrofóbi- 
cas entre moléculas de lipídios fornecem a força termodinâmica 
diredonadora para a formação e a manutenção desses agregados. 

Dependendo de condições daramente definidas e da natureza 
dos lipídios, três tip os de agregados de l ipídios podem-se formar 
quando lipídios antipáticos sào misturados com a água (Fig, 12-4). 
Micelas são estruturas esféricas contendo de algumas dúzias a al- 
guns milhares de moléculas arranjadas com suas regiões hidrofóbi- 
cas agregadas no interior, exduindo a água, e seus grupos cabeça 
hidrofilicos na superfície em contato com a água. A formação de 
micelas é favorecida quando a área transversal dos grupos carrega- 
dos é maior do que a cadeia(s) de adla(s) lateral (is), como no ácido 
grano livre, nos Lsofbsfolípídíos (fosfolipídios sem um ácido graxo) 
e em detergentes como o dodecíl sulfato de sódio [SDS; pág 104), 

Um segundo tipo de agregado lipídico na água é a bicama- 
da. na qual duas monocamadas de lipídios formam uma lâmina 
bidimensional. A formação da bicamada ocorre mais facilmente 
quando as áreas transversais dos grupos cabeça e as cadeias de 
adias laterais são semelhantes, como nos glicerofosfolipídios e 



Figura 12-3 - Modelo do mosaico fluido para a estrutura da membrana. As cadeias de adias graxas no interior da membrana formam uma 
região hidrofóbica fluida. As proteínas integrais de membrana flutuam nesse mar de lipídios, mantidas pelas interações hidrofóbicas com as cabeias 
laterais não-polares de seus aminoácidos. Tanto as proteínas quanto os lipídios são livres para se movimentar lateralmente no plano da bicamada, mas 
a movimentação de qualquer um, de uma face da bicamada até a outra, è restrita. As porções carboidrato ligadas a algumas proteínas e lipídios da 
membrana plasmática estão expostas na face extracelulsr da membrana. 
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Mkck Bicam ad* l.ipos&omo 

(■) (b) íc) 

Fígura 12-4 - Agregados lipiditos antipáticos que se formam na água (a) Nas imcelas, di cadeias antipáticas dos ácidos graxos sâo seqúestrartas 
flo núcleo da esfera Pratica mente nác há água no interior hidrofübico. (b) Na bicamada aberta, todas as cadeias de adias laterais, exceto aquelas rias 
margens da lâmina. sáo protegidas da interdigo com a água (c) Quando uma bicamada bidimensional se dobra., ela forma uma bicamada fechada, 
uma vesícula tridimensional oca (lipossomo) envolvendo uma cavidade aquosa 


no® esfingolipídios. As porções hidrofóhícu em cada monoca 
mada. excluídas de água, interagem entre sL Os grupos hidrofi 
lie os carregados interagem com a água na superfície da bica m a - 
di Pdo fato de as regiões hidrofúbicãí em suas margem ( Fig. 
12-4hj estarem tramito riamen te em contato com a água, a Lâ- 
mina da hicamada t rdalrvamcnte instávd e, espontarveairienie, 
forma um terceiro tipo de agregado: da se dobra para formar 
uma esfera oca chamada de vesicub Ou Lípossomü. Formando 
as vesículas, a& b& camadas perdem suas regiões hidrofòbicas 
marginais, alcançando estabilidade máxima cm seu ambiente 
aquoso. Essas vesículas de bi cama d as envolvem a água, criando 
um compartimento aquoso separado, Ê provável que a primeira 
célula viva se assemelhasse aos li posso mos, seus conteúdos aquo- 
sos segregados do resto do mundo por uma casca hidrofòbica, 
Toda evidência indica que as membranas biológicas são cons- 
tituídas dc bícamadas de lipídios. A espessura das membranas! 
medida por mkroscnpia eletrónica, é aquela esperada para uma 


bicamada de lipídio de 3tim (3oA) de espessura, com as proteí- 
nas projetando-se de cada lado. Estudos de diffação de raios X 
das membranas apresentam a distribuição da densidade detró- 
nica esperada para uma estrutura de bicamada. E os Hpossomoi 
formados no laboratório apresentam a mesma impermeabili- 
dade relativa aos solutos polares que os encontrados na» mem- 
branas biológicas [embora estas últimas, como veremos, seitro 
permeáveis aos solutos para os quais tenham transportadores 
específicos). 

Os lipídios de membrana são distribui dos assúnetikamtQ- 
te entre as duas monocamadas da bicamada, embora a assime- 
tria. diferentemente das proteínas de membrana* nào seja abso- 
luta. Na membrana pl asmática, por exemplo, certos lipídios slo 
tipicamente encontrados príncipalmente na monocamada ex- 
terna c outros na monocanmUi interna (ou dtosòlíca), mas ra- 
ramente um Lipídio é encontrado apenas cm um lado e nn nutro 
náo {Fig. 12-5). 



Fig un 12-S - Distribuição assimétrica dos fasfolipidios entr* as manocamadas interna a extern* da membrana plasmá- 
tka do emrOcfto A distnbuiçáo de um fosfolipídio especifico è determinada tratando-se a célula intacta com fosfolipase C. que 
náo alcança os lipid »05 na mqnocarnaító interna, mas remove os grupos cabeça dos lodios na monocamada externo {Outros 
reagentes mpermeâvas è membrana podem tamfcém ser usados, w>a Fig. 12-9.) A proporção de cada grupo cabeça liberado 
fornece uma estimativa da fração de cada ’ip«Ac na monocamada ntevna 
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Os lipídios de membrana estão 
em movimentação constante 

Embora a estrutura da bicamada de lipídio em si seja estável, as 
moléculas individuais dos fosfòlipídios e dos esteróis apresen- 
tam grande liberdade de movimentação no plano da membra- 
na (Fig, 12-6). O interior da bicamada é fluido; cadeias hidro- 
carbônicas de ácidos graxos individualizados estão em movi- 
mentação constante, produzidas pela rotação em torno das 
ligações carbono- carbono das longas cadeias de acilas laterais, 
O grau de fluidez depende da composição lipídka e da tempe- 
ratura. Fm temperaturas baixas, relativamente ocorre pouca mo- 
vimentação lípídica e a bicamada existe em uma forma quase 
cristalina (paracristalina). Acima de uma certa temperatura, os 
lipídios podem apresentar grande movimentação. A tempera- 
tura de transição, temperatura acima da qual o sólido paracris- 
talino se modifica para fluido* é característica para cada mem- 
brana e depende de sua composição lipídka. Ácidos graxos sa- 
turados se acondicionam bem em um conjunto paracrístalmo; 
entretanto, as dobras dos ácidos graxos insaturados (veja Fig. 
11-1) interferem nesse acondicionamento e previnem a forma- 
ção de um estado paracristallno sólido. Quarto maior a pro- 
porção dos ácidas graxos saturados, maior a temperatura de 
transição da membrana. 

O conteúdo esterol da membrana também é um determi- 
nante importante dessa temperatura de transição. A estrutura 
plana e rígida do núcleo esteróide, inserida entre as cadeias late- 
rais dos ácidos graxos, tem dois efeitos na fluidez. Abaixo da 
temperatura de transição da membrana, a inserção do esterol 
previne o empacotamento ordenado das cadeias dos ácidos gra- 
xos e, portanto, aumenta a fluidez da membrana. Acima do ponto 
de transição térmica, o sistema rígido do anel do esterol reduz a 
liberdade de as cadeias vizinhas de ácidos graxos se movimenta- 
rem pela rotação em torno das ligações carbono -carbono e, por- 
tanto, reduz a fluidez no centro da bicamada. Qs esteróis, por- 
tanto, tendem a moderar os extremos de solidez e fluidez das 
membranas. 

As células regulam sua composição de lipídios de forma a 
alcançar uma fluidez constante em várias condições de cresci- 
mento. Por exemplo, quando cultivadas em baixas temperatu- 
ras, as bactérias sintetizam mais ácidos graxos ínsaturados e 
poucos saturados do que quando cultivadas em altas tempera- 
turas (Tabela 12-2). Como resultado desse ajustamento na com- 
posição lípídica, as membranas das bactérias cultivadas em bai- 
xas ou altas temperaturas possuem mais ou menos o mesmo 
grau de fluidez. 


Tabela 12-2 - Composição de ácidos graxos das células de £. co fi 
cultivadas em diferentes temperaturas 



Porcentagem dos 
ácidos graxos totais* 

10°t 

20°C 

30°C 

40 D C 

Miristico (14:0) 

4 

4 

4 

6 

Palmito (16:0) 

13 

25 

29 

48 

Palmitcléico (16:1) 

26 

24 

23 

9 

Oiéico(13:1) 

36 

34 

30 

12 

Hidroximirlstico 

13 

m 

10 

S 

Relação insaturado/Saturado 1 

2,9 

2,0 

1,6 

0,38 


fonte. Dados de Marr AG a íngraham JL. (1 962; Effect of temperaíure on the 
eompoation of fattyadds in Eschericbía cofl. J. Bacterioí. B4. 1260 . 

* A composição exata de ácidos graxos depende nao apenas da temperatura 
de crescimento, mas também da etapa de crescimento e da composição do 
meio de crescimento. 

Cakuleda como a porcentagem total de 1 6: 1 mais 18:1 , dividida pela porcenta- 
gem total de 14:0 mara 16:0. 0 áddo hidimimlrlstlco foi omitido desses cálculos. 


Estado paracristalmo 
{sólido} 



j (a) 

O calor produz a moção 
térmsca das cadeias laterais 
de acilas (transição 
■ sólido -+ fluido) 

Estado 

fluido 



íb) 

Difusão lateral no 
plano da bicamada 



J (c) 

I Difusão transversa através da bicamada 
| í],, : = horas a dias ( rido -catalisada] 
i V = segundos (catalisada pela transversase) 



Figura 12-6 - A movimentação dos lipídios da membrana A movi- 
mentação lipldica em uma bicamada inciui: (a) a movimentado térmica 
dos grupos de acilas graxas no interior da bicamada e (b) a difusão lateral 
do moléculas individuaisem uma face da oi camada. Uma única molécula 
de lipídio pode difundir-se de uma extremidade á outra de uma célula da 
E. coifem cerca de 1 segundo a 37 D C Por causa da movimentação térmi- 
ca, a bicamada é fluida acima de uma certa temperatura de transição; 
assim que a temperatura diminui, os lípidios tarnam-se paracristalinos. 
(c) A movimentação individual de lipídios entre as duas faces da bicama- 
da (a difusão transversa) é muito lenta, a menos que catalisada por um 
transportador de lipídio específico, a transversas?. A distribuição, ao aca- 
so, dos lipídios entre as duas monocamadas demora horas se nâo catali- 
sada, mas apenas segundos quando a transversase está presente. 
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Um oegundo íipo de movimentação lipídica envolve não 
apenas a flexão das cadeias de adias graxas, mas também a mo- 
vimentação de uma molécula inteira de lipídio em relação a seus 
vizinhos (Fig. 12-6b). Uma molécula em uma monocaimda* ou 
Face, da bicamada de lipídio — a face externa da membrana plas- 
mática do erítródto, por exemplo — pode difundir-se lateral- 
mente de modo tio rápido que ela circunscreve o eritrócito em 
segundos. Essa rápida difusão lateral no plano da bicamada tor- 
na aleatória as posições de moléculas individuais em apenas al- 
guns segundos. A combinação da flexào com a difusão Lateral da 
cadeia de acila produz uma bicamada de membrana com as pro- 
priedades de um cristal líquido: um alto grau de regularidade 
em uma dimensão (perpendicular I bicamada) e uma grande 
mobilidade na outra (o plano da bicamada). 

Uma terceira espécie de movimentação lipídica, muito me- 
nos provável que a movimentação conformacional ou de difu- 
são lateral* é a difusão Iransmembrana, ou difusão transversa, 
de uma molécula de uma face da bicamada para a outra (Fig. 
12-óc). Essa movimentação requer que um grupo cabeça polar 
(e possivelmente carregado) deixe seu ambiente aquoso e se mova 
para o interior hidrofóbko da bicamada, um processo com uma 
variação de energia livre altamente positiva. Apesar disso, esse 
evento altamente endergònieo é algumas vezes necessário, por 
exemplo, durante a síntese da membrana plasmática bacteríana, 
quando os fosfolipídios produzidos na superfície interna da 
membrana precisam sofrer uma difusão transversa para entrar 
tia face externa da bicamada. Difusão transmembrana semelhante 
precisa também ocorrer nas células eucarióticas, à medida que 
os lipídios de membrana sintetizados em um compartimento se 
movimentam para outras organelas. Uma família de proteínas 
(transversase) facilita a difusão transversa, fornecendo uma via 
transmembrana que é energetícamente mais favorável que a di- 
fusão não -catalisada. 

As proteínas de membrana difundem-se 
lateralmente na bicamada 

Muitas proteínas de membrana comportam-se como se estives- 
sem flutuando em um mar de lipjdios. Da mesma forma que os 
lipídios de membrana, essas proteínas são livres para se difundi- 
rem lateral mente no plano da bicamada e estão em constante 
movimentação* como mostrado pelo experimento esquemati- 
zado na Figura 12-7. Algumas proteínas de membrana se asso- 
ciam para formar grandes agregados Tpatches") na superfície 
de uma célula ou organda, onde as moléculas protéicas indivi- 
duais não se movem relativamente às outras; por exemplo, os 
receptores da acetilcolina (veja Fig. 12-39) formam densos agre- 
gados nas membranas plasmáticas do neurônio, nas sinapses. 
Outras proteínas de membrana são ancoradas ás estruturas in- 
ternas que previnem sua livre difusão. Na membrana do eritró- 
dto, tanto a glicoforina quanto a proteína trocadora de cloreto- 
bicarbonato (pág. 320] são amarradas a uma proteína filamen- 
tosa do citoesqueleto, a espectrina (Fig. 12-8). 

Algumas proteínas de membrana 
atravessam a bicamada de lipídios 

Moléculas de proteínas individuais ou complexos multiprotéi- 
cos das membranas biológicas podem ser visualizados pela mi- 
croscopia eletrônica da crioff atura (Adendo 12-1), Algumas pro- 
teínas aparecem apenas em uma tace da membrana; outras que 
atravessam a espessura total da bicamada se projetam nas su- 
perfícies da membrana, tanto interna quanto externa. Entre es- 
tas últimas estão as proteínas que conduzem solutos ou sinais 
através da membrana. 


Célula Célula de 

humana camundongo 



1 Difusão lateral 
das proteínas 
de membrana 



Figura 12-7 - Demonstração da difusão lateral das proteínas de 
membrana. A fusão de uma célula de camundongo com uma célula 
humana resulta na distribuição aleatória das proteínas das membranas 
das duas células. Depois da fusão, a localização de cada tipo de proteí- 
na de membrana é determinada corando-se células com anticorpos es- 
pécie-específicos. Anticorpos anticamundongo e anti-humano são es- 
pecificamente mancados com moléculas que florescem com cores dife- 
rentes. Observados á microscopía fluorescente, os anticorpos coíoridos 
são vistos misturados na superfície da célula híbrida, minutos após a 
fusão, indicando a rápida difusão lateral das proteínas de membrana na 
bicamada Üpidica. 


Proteínas trocadoras 

de cloreto-bicarborLfttO Exterior 



Figura 12-8 - Movimentação restrita do trocador doreto-bicarbo- 
nato do eritródto a proteína atravessa a membrana e liga-se fone- 
mente ã proteína do citoesqueleto — a espectrina — por meio de uma 
outra proteína — a anquirina — , limitando a mobilidade lateral do tro- 
cador. A anquirina é ancorada na membrana pela ligação covaiente à 
cadeia lateral do palmitoii (veja Fig. 12-13). Espectrma, uma proteína fi la- 
mentosa longa, faz ligaçóes cruzadas no complexo jundonal contendo 
actina. Uma rede de ligações cruzadas de moléculas de espectrina, ligada 
á face citoplasmática da membrana plasmática, estabiliza a membrana 
quanto ã deformação, 
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Adendo 12-1 observando as membranas 

A mícroscopía eletrônica, combinada com técnicas 
de preparo e coloração de tecidos, tem sido essencial 
para estudos da estrutura da membrana, Quando 
cortes finos do tecido são coloridos com tetróxido 
de ósmio, o qual acentua diferenças na densidade 
eletrônica* a microscopia eletrônica de transmissáü 
mostra a estrutura L ri laminar (veja Fig, 12-1). Esse 
nivei de resolução, entretanto* não revela proteínas 
individuais da membrana. Quando unia amostra de 
tecido é congelada rapidamente (para evitar a dis- 
torção que resulta da formação de cristais de gelo 
dentro das células} e depois cortada com uma na- 
valha fina* Unhas de fratura íreqüentemente correm 
ao longo da superfície da membrana ou através de 
seu centro* dividindo a bicamada cm duas monoca- 
madas (Fig. 1). As superfícies expostas por essa téc- 
nica de criofratura podem ser cobertas com uma 
fina camada de carbono (evaporada de um elétro- 
do de carvão sob vácuo). A microscopia eletrônica 
de varredura, resultante da réplica do carbono, mos- 
tra detalhes cm baixo-relevo da superfície da mem- 
brana e a face interna de uma monoçamada exposta 



Figura 1 - Divisão de uma bicamada da membrana pela técnica de triofratura 


l 


pela divisão da bicamada (Fig. 2), Uma variedade de 
partículas com as dimensões de moléculas de proteí- 
nas únicas ou complexos protéicos que se projetam 
de um fundo monótono (a bicamada de lipídio}. Em 
muitas membranas* as partículas slo posicionadas 
aleatoriamente* mas* em regióes especializadas tais 
como a membrana pós-sináptica* elas estão agrega- 
das e orientadas. Na bainha de miclina, as partículas 
estão distribuídas esparsamente. Nas membranas ri- 
cas em complexos enzímáticos — as membranas ti- 
lacúides dos doroplastos, por exemplo — * a super- 
fície está praticaniente cheia de partlculas. 
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Figura 2 - Uma membrana de eritródto é congelada 
em água. entalhada {pela sublimação de água}, e uma 
réplica de carbono é observada ao microscópio eletrô- 
nico. A réplica mostra proteínas integrais de membra- 
na como protuberâncias de vários tamanhos e formas, 
que são mais facilmente visíveis em grande aumento 
(inserto) 


A localização das proteínas de membrana também pode ser 
investigada com reagentes que reagem com as cadeias laterais 
das proteínas, mas não conseguem atravessar as membranas ( Fig. 
12-9). O eritródto humano é conveniente para tais estudos pelo 
fato de não ter organelas envoltas por membranas; a membrana 
plasmãtica ê a única membrana presente, Se uma proteína de 
membrana em um eritródto intato reage com um reagente im- 
permeável à membrana (I EA na Fig, 12-9), ele deve ter pelo me- 
nos um domínio exposto na face externa (extraeeUilar) da mem- 
brana. Proteases, como a tripsina* são incapazes de atravessar as 
membranas e comumente são usadas para explorar a topologia 
das proteínas de membrana* a disposição dos domínios protei- 
cos relativos à bicamada de lipídios. A tripsína cliva os domínios 
extraedu lares* mas não afeta os domínios escondidos dentro da 
bicamada oti expostos apenas na superfície interna. 

Experimentos como os descritos na Figura 12-9 mostram 
que a molécula da glicofòrina atravessa a membrana do eritró- 
dto. Seu domínio aminoterminal [contendo o carboidrato) está 
na superfície externa e pode ser clivado pela tripsína, O earbo- 
xiterminal projeta-se para dentro da célula. Tanto o domínio 


aminoterminal como o carboxitcr minai contêm muitos resí- 
duos de aminoãcidos polares ou carregados e* portanto* sàn 
muito hidrofüíeos. Entretanto, um iongo segmento no centro 
da proteína contém principal mente resíduos de aminoãcidos 
hidrofóbkos. Esses achados sugerem que a glicoforina possua 
um segmento transmembrana arranjado* como mostrado na 
Figura 12-10. 

Um fato adicional pode ser deduzido a partir dos resultados 
dos experimentos com a glicofòrina: sua disposição na mem- 
brana é assimétrica. Estudos semelhantes de outras proteínas da 
membrana mostram que cada uma possui uma orientação es- 
pecífica na bicamada e que as proteínas se reorientam pela di- 
fusão transversa muito lenta mente. Além disso, as glicoprote- 
ínas da membrana plasmãtica são invariavelmente situadas, 
com seus resíduos de açúcar, na superfície externa da célula. 
Como veremos, o arranjo assimétrico das proteínas de mem- 
brana resulta em uma assimetria funcional Todas as molécu- 
las de uma dada bomba iônica, por exemplo, possuem a mes- 
ma orientação na membrana e, portanto, bombeiam na mesma 
direção. 


Membrana dt> eritrftcito 
contensin (ris proteínas 



figura 12-S - Expt ri mantos para determinar q% arranjos trans- 
membrana das proteínas de membrana a) Tanto o etrldcetimtàato 
(EA) quanto o iswiiom lacei im dato OEA} rugem cam grupos árrwrtj 
frvres nas proteínas, embora apenas o denvatk) ebl íf A) * drfunda kw*- 
mente através da membrana (b) A comparado dos padrões de marca- 
ção, depois da tratamento dos «fttfôçitQS com os don reagente. meia 
se urra certa proteína eiU exposta apenas na superfície externa ou 
apenas na superfíoe interna Uma proteína {Pj marcada por arnbo* os 
reagentes, embora mas fanemenfe pelo reagmte permeável (EA}, está 
exposta em ambos os ladôS «, portanto, atravessa a membrana Proteí- 
nas (P,S nãomarcadas peto reagente impermeável (£AJ estèo expostas 
apenas na superfície interna 
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Figura 12*10- Disposição transbteamada da gheoforina no eri- 
tròcíto Um dominio hidrof II iço, contendo todos os resíduos de açú- 
car. está na superfície externa, e um outra domínio hidrafÜlco se 
projeta da superfície interna da membrana O hexágono vermelho 
representa um tetrassacarídeo (contendo dois NeuBAc — ácido siá- 
Iícd — . Gaí e GaINAc) O li gados a um resíduo de Ser ou Thr; o hexá- 
gono azul representa uma cadeia oligossacarldica N- ligada a um re- 
síduo de Asn, Um segmento de 19 resíduos Ndrofòbieos (resíduos 
de 75 d 93} forma uma u-háhce que atravessa á bícamada da mem- 
brana (veja hg. 12-1 7a), 0 segmento do resíduo 64 ao 74 possui 
alguns resíduos hidrafóbicos e provavelmente penetra na superfície 
externa da bicam ada lipldlca. 
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Ai proteína periféricas de membrana 
são facilmente sofubHizadas 

As protetnas de tne mhrana podem set drndkUs em dou grupos 
Operacionais IFig, 12-11}. Proteínas integrais íimrinsecas) são 
muito íimirmente associadas com a membrana, removíveis ape- 
nas com agentes que interferem nas mlçrações hidmíobkjs. covno 
detergentes, solvente* orgânicos ou desnaturantes. Proteínas pe- 
riféricas ( extrínsecas) associam- se com as membranas por mek> 
de interações eletrostáticas e pomes de hidrogénio com os domí- 
nios hidrofilicos das proteínas integrais e com os grupos cabeça 
polares dos lipídios de membrana. Kl as podem ser liberadas por 
tratamentos relativa mente brandos, os quais interferem com as 
interações eletrostáticas ou quebram pontes de hidrogénio. As 
proteínas periféricas podem funcionar como reguladoras de en- 
zimas ligadas a membranas ou limitar a mobilidade de proteínas 
integrais amarrando-as a estruturas intracelulares. 



hxHriru mtegnal 
(dom imo hidrofóbico 
coberto com detergente) 


Figura 12-11 -Proteínas periféricas & Integrais As proteínas de mem- 
brana podem ser operacbha Imente distinguidas pelas condições reque- 
ridas para liberá-las da membrana À maioria das prateinás. periféricas 
pode ser liberada por alterações no pH ou na torça áflmca, remoção do 
CV 1 por um agenle ouelante. ou adição de uiéa ou carbonato As pro- 
penfâmcâs que se ligam covaleniemçnte a um bpidio de membro 
nt, como o gko^odalidtfiiwnol (i*p Fig 12-13), podem ser Iteradas 
peto tratamento com a ft&fofepase C ProrefOB unte^ais podem ser ex- 
traídas otti detergentes, osquas rompem as interações hdrofofreas com 
a búroda ífMáca e formam agregados semelhantes a m celas ao redor 
das moléculas da proteína mdrvKJual 

As anexinas, por exemplo, são uma família de proteínas peri- 
féricas da membrana que se ligam reversivelmente a fbsfolipldios 
ácidos de membrana, como aqueles que enriquecem a superfície 
di membrana p] asmática dtosúlica (interna) e a face chosólica 
(externa ) dasorgandas. Os íons Ci*\qüc interagem simultanea- 
mente com os grupos negali vamenir carregados da ancxma e com 
ü cargas negativas dos grupos cabeça de um fosfbtrpídio, são 
essenciais i interação anexina- membrana (Fig. 12-12}. Papéis 



figura 12-12 - Estrutura proposta da anaxina V assooada tom gru- 
pos, cabeça polam d* uma membrana ^esla imagem, o e$que*eto 
pmifreo da araro V (derivado de estudos cmtatoyãfra») ê nto atra- 
vés dé uma rede transparente da de contorno A membrana 

modelada aqui está composta nteiramente de fosfocof na , com a porção 
co* na mostrada em azul. os grupos fosfato em uemnetto e as caudas 
aodograaas em amarelo As pontes dos kra Ca^ 1 «tão em purpura 
interações eletrostáticas seguram a aoe™na na membrana 


para as várias anexinas têm sido sugeridos na agregação, na fusão 
de membranas e nas interações entre membranas e elementos do 
citocsqudeta Várias outra proteínas que agem na interface mem- 
brana-solução aquosa ( proteínas da coagulação do sangue, por 
exemplo) também sofrem uma Ligação rewerwvef e dependente 
de G* : Vtalvez por um mecanismo semelhante. 

Lipídios cQvalentertiénté ligados se ancoram 
em algumas proteínas periféricas d« membrana 

Algumas proteínas de membrana contêm um ou mais lipídios 
de vários tipos ligados covaJentemente: ácidos graxos dc cadeia 
longa, isoprendides, derivados gli cosi la dos dos fosfatidílinosi- 
tóis, GPl (Fig. 12-13). Os lipídios ligados fornecem uma âncora 
hidrofóbiea, a qual st insere dentro da bicam ada de lipídios e 
mantém a proteína na superfície da membrana. A força dc inte- 
ração hidrofòbicá entre a bicamada t uma única cadeia hidro- 
carbonada ligada a uma proteína é apenas mftdemc pára anco- 
rar a proteína seguramente. Outras interações, como atrações 
iõnkas entre as cargas positivas de resíduos carregados de Lys 
na proteína e cargas negativas de grupos cabeça de Üpidiõs, pro- 
vavelmente estabilizam a ligação. A associação dessas proteínas 
ligadas a Lipídios com a membrana i certa mente mais fraca do 
qüc aquela para as proteínas integrais de membrana, e, em pelo 
menos alguns casos, é reversível, 

Além de ancorar uma proteína na membrana, o lipídio de 
ligação pode ter um papel mais específica Na membrana pl asmá- 
ika* proteínas com âncora GPI estão exdusivamente na face ex- 
terna l cTctract' ular ! , enquanto outros liposde proteínas ligadas a 
lipídios (Fig, 12-13) são encontrados exrfukvainaite na face in- 
terna [rittKóikâ). Nas céhdas epiteüa», proteínas dc membranas 



Figura 12*13 - Proteínas oe membrana ligada* a lipídio^ üp*dos covatentemente ligados a proteínas de membranas ancoram 
protftoK > b*camada Um grupo padmFtijt # mostrado Igado. por uma figação íjofetrr, a um resíduo de ciswna. um grupo 

N-mnsleil é geral mente Igado a um grupo ammoierminèl Gty. grupos famesl e geram IgpranH ligados a f«*du05. GBrtmutMminat 
Cyi sào isoprmotdes de 15 e 20 átomos de carbono, respectiva mente Estas três montagens fapfctoprotetna sáo encontradas 
apenas na superfície mema da membrana ptasmabca Ancoras giíosftfosfaidifcnositoi (GPU sâo denvadas do foslaiidénositot no 
qual o riosftoí pos&j um oísgossacaridio curto cova*en(enpnte ligado a um resíduo carboraterniinai de Lena bffOietna por meio da 
IqslOeUnalamina. Proteínas ligadas a GPt «Uo sempre nd» superMoe extraoeiuíar da membrana plasmáKa 


ligadas a UPI slo muito mais comuns m superfide apical (wiper* 
ftcíe voltada para o ambiente externo ou para a cavidade interior) 
do que na superfície basal {a camada epitdia] inferior adjacente). 
A Ligação de um lipídio específico a uma proteína de membrana 
pode ter, portanto, uma função de direcionamento, dirigindo a 
proteína recém- sintetizada à sua correta localização na membra- 
na, A associação dc proteínas ligadas a lipídios com a membrana 
pode ser mediada por receptores específicos de membrana. 

Proteínas integrais sâo mantidas na membrana 
por interações hidrofóbicas com lipídios 

A firme Ligação das proteínas integrais às membranas é o resulta- 
do de interaçâea hidrato bicas entre os Lipídios da membrana e os 
domínios hldrafóbkos das proteínas. Algumas proteínas possu- 


em uma seqüênda hidroínhica Únka í>o mrio da proteína (a gli- 
coforina, por exempla) ou nos a mino ou carboxiterminais. Ou- 
tras possuem seqíléncias hidrofóbicas múltiplas, cada uma sufi- 
cienl emente longa para atravessar a bi camada Üpídica [Fig. 12 
H) quando na conformação a-helicoidal. As mesmas técnicas 
que nos permitiram determinar as estruturas tridimensionais dc 
muitas proteínas solúveis podem, cm princípio, ser aplicadas às 
proteínas de membrana. Entretanto, as técnicas geralmente úteis 
para cristalizar as proteínas de membrana foram apenas recente- 
mente desenvolvidas, e relativamente poucas estruturas de pro- 
teínas de membrana foram resolvidas crtstaJograficamente, 
Uma das proteínas que atravessam a membrana mais bem 
estudadas, a bactertorradopsina, possui sete sequências inter- 
nas muito hidrofóbicas e atravessa a bicamada sete vezes. A bac- 
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Figura 12-14 - Proteínas de membrana integrais. Para as proteínas 
das membranas plasm áticas conhecidas, as relações espaciais dos dormi- 
mos proteicos, na bicamada lipídica pertencem a seis categorias. Os tipos I 
e H possuem apenas uma hélice transmembrana; o domínio aminoterm-h 
nal está fora da célula nas proteínas do tipo I e dentro nas do tipo II. As 
prciteinas do tipo III possuem múltiplas hélices transmembrana em um 
único poHpeptldeo. Nas pnoteínas do tipo tV, os domínios transmembra- 
na de vários polfpeptideos diferentes se montam para formar um canal 
através da membrana. As proteínas do tipo V são seguras á bicamada 
pnncipal mente pelos lipídios covalentemente ligados (veja Fig. 12-13), e 
as proteínas do tipo Vi possuem tanto hélices transmembrana como ân- 
coras (GFI) Irpidicas. 

Nesta figura, e em outras ao longo deste livro, representamos os seg- 
mentos protéicos transmembrana em suas conformações mais prováveis: 
como héíices de seis ou sete voltas. Algumas vezes, essas hélices serão 
mostradas simplesmente como cilindros, Como relativamente poucas 
estruturas das proteinas de membrana foram deduzidas por cristalogra- 
fia de raios X, nossa representação dos domínios extramembrana é arbi- 
trária e nâo necessariamente em escala, a menos que seja especificamen- 
te apontado 


teriorrodopsina é uma bomba de prótons acionada pela luz, den- 
samente empacotada em conjuntos regulares na membrana púr- 
pura da bactéria Habbacterium halobiwn, Quando esses con- 
juntos são vistos de vários ângulos ao microscópio eletrônico, a 
imagem resultante permite uma reconstrução tridimensional da 
molécula da bacteriorrodopsina. A cristalografia de raios X pro- 
duz. uma estrutura semelhante em todas as características essen- 
ciais (Fig. 12-15). Sete segmentos a- hélices, cada um. atraves- 
sando a bicamada lipídica, estão conectados por alças não-heli- 
coidais na superfície interna ou externa da membrana, Na 
seqüéncia de aminoácidos da bacteriorrodopsina, podem ser 
identificados sete segmentos com cerca de 20 resíduos hidro- 
fóbicos, cada segmento suficientemente longo para fazer uma 
a-hélice atravessar a bicamada lipídica. As interações hidrofófei- 



Figura 12-15 — Bacteriorrodopsina, uma proteína que atravessa a 
membrana. A cadeia pofipeptídica única da bacteriofrodopsina dobra- 
se em sete a-hélices hidrofabias, «da uma atravessando a bicamada 
lipídica quase perpendicularmente ao plano da membrana. As sete héli- 
ces transmembrana estão agrupadas e o espaço ao redor e entre elas 
està preenchido com as cadeias de acilas dos lipídios de membrana. O 
pigmento retinal, que absorve a luz (veja Fig. 11-19), está profundamen- 
te escondido na membrana em contato com vários dos segmentos heli- 
coidais (não mostrado). As hélices estão coloridas para corresponder com 
o gráfico de hidropatiã apresentado na Figura 1 2-1 7b. 


cas entre os aminoácidos não-polares e as cadeias de acilas late- 
rais dos lipídios da membrana ancoram firmemente a proteína 
na membrana. As sete hélices são agrupadas juntas e orientadas 
quase perpendicularmente ao plano da bicamada, fornecendo 
uma via transmembrana para a translocação do próton. Como 
veremos no Capítulo 13, e$se padrão de sete hélices que atraves- 
sam a membrana é um motivo comum nas proteínas de mem- 
brana envolvidas na recepção de sinais, 

O centro de reação fotossmtético de uma bactéria púrpura 
foi a primeira estrutura de proteína de membrana resolvida pela 
cristalografia. Embora seja uma proteina de membrana mais 
complexa do que a bacteriorrodopsina* ela ê construída com 
os mesmos princípios estruturais. O centro de reação possui 
quatro sub unidades protéicas, três das quais contêm segmentos 
a -hélices que atravessam a membrana (Fig. 12-16). Esses seg- 
mentos são ricos em aminoácidos não -polares, com suas cadeias 
laterais hidrofóbicas orientadas para fora da molécula, onde elas 
interagem com os lipídios da membrana, A arquitetura dq cen- 
tro de reação é, portanto, o inverso da vista na maioria das pro- 
teínas solúveis em água* em que os resíduos hidrofóbicos sio 
escondidos dentro do centro da proteína e os resíduos hídrofiü- 
cos encontram-se na superfície (lembre-se das estruturas da mio- 
globina e hemoglobina, por exemplo). No Capítulo 19 encon- 
traremos várias proteínas de membrana complexas, possuindo 
múltiplos segmentos helicoidais transmembrana, nos quais as 
cadeias hidrofóbicas estào posicionadas para interagir com a 
bicamada lipídica. 

A topologia de uma proteina integral 
de membrana pode algumas vezes ser 
predita a partir da sua sequência 

Determinar a estrutura tridimensional de uma proteína de mem- 
brana ou sua topologia é geral mente muito mais difícil do que 
determinar sua seqüêíicia de aminoácidos, que pode ser conse- 
guida pelo seqüenciamento da proteína ou de seu gene. Mais de 
um milhar de seqüéncias são conhecidas entre as proteinas de 
membrana, reiativamente poucas estruturas tridimensionais. 
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a glicoforina e a bacteriorrodopsina)* a suposição de que as re- 
giões hidrofábicas correspondam aos domínios que atravessam 
a membrana é mais bem justificada. 

Nem todas as proteínas integrais de membrana são com- 
postas de a-hélices transmembrana. Um outro motivo estrutu- 
rai nas proteínas de membrana é o barril (3 (veja Fig.6-2üd), em 
que 20 ou mais segmentos transmembrana formam folhas J3 
que demarcam um cÜindro ( Fig. 12- 18), Os mesmos fatores que 
favorecem a formação da a-hélice no interior hidrofâbico de 
uma bicamada lipídica também estabilizam os barris (3. Quan- 
do moléculas de água não estão disponíveis para formar pon- 
tes de hidrogénio com o oxigénio da tarbonila e o nitrogénio 
da ligação peptídica, o pareamento máximo de hidrogênio in- 
tracadeias fornece a conformação mais estável. Por i nas , proteí- 
nas que permitem certos solutos polares atravessarem a mem- 
brana externa da parede de bactérias g ram- negativas como a 
E ceíi, possuem mui ms barris (3 demarcando a passagem polar 
transmembrana. 



Figura 12-18 - Porína FhuA, uma proteína de membrana integral 
com a estrutura barril (J. Essa proteína da membrana externa da pare- 
de da E. coii indui um barril p composto de 22 fitas p antiparalelas (cin- 
za), formando um canal transmembrana através do qual o lon ferro liga- 
do ao transportador ferricromo entra vindo do meio circundante. Os resí- 
duos na superfície externa do barril são hidrofòbicos e interagem com os 
lipídios e os lipossacaddeas na membrana externa da parede 


Um polípeptídeo é mais estendido na conformação p do que 
na a- hélice, apenas sete a nove resíduos na conformação J3 são 
necessários para atravessar uma membrana. Lembre-se de que, 
na conformação (3, cadeias laterais alternadas se projetam acima 
e abaixo da folha (veja Fig. 6-7). Nas fitas J3 das proteínas de 
membrana, cada segundo resíduo no segmento que atravessa a 
membrana é hidrofâbico e interage com a bicamada lipídica; as 
cadeias laterais aromáticas são comumente encontradas na in- 
terface lipídio- proteína. Os outros resíduos podem ou não ser 
hidrofilicos, Ü diagrama da hidropatia não é útil na previsão de 
segmentos transmembrana para proteínas com motivos de bar- 
ril j3, mas, á medida que aumentam os dados conhecidos de 
motivos de barril (J, as previsões baseadas nas seqüências de fo- 
lhas p transmembranas tornam-se mais factíveis. 


Proteínas integrais medeiam as 
interações célula-célula e a adesão 

Várias famílias de proteínas integrais na membrana plasmática 
fornecem pontos específicos de ligação entre células, ou entre 
□ma célula l- a matriz protéica extracelular. Integrinas são pro- 
teínas heterodiméricas (com duas subunidades diferentes, a e 
P) ancoradas à membrana plasmática por uma única hélice hí- 
drofóbica transmembrana em cada subunidade (Fig. 12-19), Os 
grandes domínios extraceluíares das subunidades otep combi- 
nam-se para formar um sítio de ligação específico para proteí- 
nas extraceluíares, tais como o colágeno e a fibronectina. Como 
hã pelo menos 14 subunidades a diferentes e pelo menos oito 
subunidades J3 diferentes, uma grande variedade de especifici- 
dades pode ser gerada a partir de várias combinações de Ct e (3, 
Um determinante comum à ligação da integrina, presente em 
vários parceiros extraceluíares das integrinas, é a sequência Arg- 
Gly-Asp (RGD), 

Integrínas não são meramente adesivas; elas funcionam 
como receptores e transdutores de sinais, carreando informação 
por meio da membrana plasmática em ambas as direções. As 
integrinas regulam muitos processos, incluindo a agregação de 
plaquetas no local de uma ferida, o reparo de tecido, a atividade 
das células imunes e a invasão do tecido por um tumor (veja 
Fig. 9-27). Mutação em um gene da integrina codificando a su- 
bunidade [3 conhecida como CD18 é a causa da deficiência de 
adesão de leucócitos humanos, uma doença genética rara na qual 
os leucócitos não conseguem passar para fora dos vasos sangíli- 
neos para encontrar os sítios de infecção. Crianças com um de- 
feito grave em CD 1 8 comumente morrem de infecções antes da 
idade de 2 anos. 

Pelo menos três outras famílias de proteínas da membrana 
plasmática também estão envolvidas na adesão de superfície (Fig. 
12-19). Caderínas sofrem interações homofílicas (“com a mes- 
ma espécie") com caderinas idênticas em uma célula adjacente. 
Proteínas semelhantes à imunoglohulina podem sofrer ou in- 
terações hom o fálicas com suas contrapartidas idênticas em uma 
outra célula ou interações heterofílicas com uma integrina em 
uma célula vizinha. SeJectinas possuem domínios extraceluia- 
res que, m presença de Ca 1+ Ç ligam -se a polissacarídeos específi- 
cos na superfície de uma célula adjacente. Selectinas estão pre- 
sentes principalmente nos vários tipos de células sangüineas e 
nas células endoteliais que forram os vasos sangüíneos. Eles são 
uma parte essencial dos processos de coagulação do sangue. 

Proteínas integrais desempenham um papel em muitos ou- 
tros processos celulares. Elas funcionam como transportadores 
e canais íônicos (discutidos posteriormente neste capítulo) e 
como receptores para hormônios, neurotransmíssores e fatores 
de crescimento (Capítulo 13). Elas são centrais ã fosforilação 
oxidativa e á fotossmtese (Capítulo 19) e ao reconhecimento 
célula-célula e célula-antígeno no sistema imune (Capítulo 7). 
Proteínas integrais são também participantes principais na fu- 
são de membranas que acompanha a exoeitose, a endocitose e a 
entrada de muitos tipos de vírus nas células hospedeiras. 

A fusão de membranas é central 
a muitos processos biológicos 

Uma característica marcante das membranas biológicas é sua 
habilidade de sofrer fusão com uma outra membrana sem per- 
der sua integridade, Embora as membranas sejam estáveis, elas 
não são de forma alguma estáticas. No sistema de endomem- 
branas (veja Fig, 2-19), os compartimentos membranosos cons- 
tantemente se reorganizam como pequenas vesículas que bro- 
tam do complexo de Golgi, transportando lipídios e proteínas 
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Figura 12-19 - Quatro exemplos d? proteínas integrais que funcionam nas Interações célula-célula integanas consistem 
de polipeptídeos transmembrana ae P; seus domínios extracelu lares se combinam para formar sítios de ligação com íons metálicos 
d iva lentes e proteínas da matriz extracelular {tais como o colàgeno e a fibronectina) ou proteínas de superfície específicas para 
outras células. Caderinas possuem quatro domrnios de ligação do Ca 21 " extracelular, o mais distai dos quais contém o sítio que liga 
a caderina a outra superfície celular. N-CAM (molécula de adesão â célula neuronaf, ''neuronal ceH adhesion mdecule") é uma de 
uma família de proteínas semelhantes á imunoglobulina que medeiam interações independentes de Ca 21- com proteínas de superfí- 
cie das células vizinhas. Selectinas ligam -se fortemente às porções carboidrato nas células vizinhas; a ligação é dependente de Ca 24 . 


recen temente sintetizados para outras organelas e para a mem- 
brana celular. A exodtose, a endocitose, a divisão celular^ a fusão 
do óvulo com o espermatozóide e a entrada de um vírus envolto 
por membranas dentro da célula hospedei ra, todas envolvem a 
reorganização da membrana, na qual a operação fundamental é 
a fusão de dois segmentos de membrana sem a perda de conti- 
nuidade (Fig. 12-20). 

A fusão específica de duas membranas requer que ( I ) elas se 
reconheçam; (2) suas superfícies tornem -se infimamente apos- 
tas, o que requer a remoção de moléculas de água associadas 
com os grupos cabeça polares dos lipídios; (3) suas estruturas 
bicamada se tornem locaimente rompidas; e (4) as duas bica- 
ma das se fundam para formar uma bicamada contínua única. A 
endocitose mediada por receptor ou a secreção regulada tam- 
bém requer que (5) o processa de fusão seja desencadeado no 
tempo apropriado ou em resposta a sinais específicos. Proteínas 
integrais chamadas de proteínas de fusão medeiam esses eventos, 
produzindo um reconhecimento específico e uma distorção local 
transitória da estrutura da bicamada que favorece a fusão das 
membranas. (Observe que essas proteínas de fusão não sào rela- 
cionadas com os produtos de dois genes fundidos, também cha- 
mados de proteínas de fusão, como discutido no Capítulo 29.) 

Um dos casos mais bem estudados de fusão de membranas 
ocorre durante a infecção de uma célula hospedeira por um ví- 
rus envelopado por membrana, como o vírus da influenza ou o 
HIV. A infecção pelo vírus da influenza começa com uma proteína 
integral do envelope do vírus, a proteína de Hem aglutinação, que 
se liga a resíduos de ácido siálico (NeuSAc) das glicoproteínas 
ou gtíeolipídios na membrana plasmática da célula (Fig, 1 2-2 ] a), 
A endocitose, então, conduz o vírus para dentro da célula em 
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Figura 12-20 - Fusão de membranas A fusSo de duas membranas é 
central a uma variedade de processos celulares envolvendo tanto as qt- 
ga nelas quanto a membrana plasmàtica. 
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Figura 12-21 - Fuséo d* membranas durante a entrada vira! dentro de uma célula hospedeira {■) O vírus inftuenza adere ôe- porções 
carboidrato na superfície das células hospedeiras (veja Fig. 9*29b) e desencadeia a endocrtose, que engloba o vírus em um endosscmo 
Bombas de prótons fpág. 323) acidificam os conteúdos endossómicos, causando uma alterado dependente de pH na estrutura da proteína 
de hemaglutinaçio (HA) e assim expondo um peptldeo de fusão hidrofóbico, O peptldeo de fusão penetra na membrana endossdmica 
produzindo a fusão do vírus e das membranas endossòmicas, liberando o genoma virai dentro da célula hospedeira. (b) Quando o HIV 
encontra um kfinfúclto T com a CD4 e uma segunda proteína co-receptor (receptor das citodnas) na sua membrana plasmática, o virus adere 
a célula por meio de duas glicoprotelnas (gp4t e gp 1 2Q'I na sua própria membrana, liberando o conteúdo virai dentro da célula hospederra. 
O HIV infecta apenas aquelas células (luntóptos) com CD4 nas suas membranas ptasmáticas 
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um endosso mo* O pH baixo no endosso mo desencadeia uma 
grande alteração na conformação da proteína de hemaglut ina- 
ção, expondo um peptfdeo htdrofubico curto chamado de pep- 
tideo de htíáo, A inserção do peptldcn de íusâo dentro da bica- 
madj lipsdka da membrana dk? endossoma produz uma ponte 
entre a membrana do endossomu e a do vírus. Isso presumi vd 
mente trai uma distorção locaJ de ambas as bica m adas. levando 
Ã fusão da$ membranas e a liberação do conteúdo virai dentro 
da célula hospedei ra- 
bi» infecção por HTV t um par de gíicoproteínas ijd envdope 
doHIV(gp41 egpl20) se liga a dob "receptores" — CD4 e uma 
proteína co- receptora — na superfície da célula hospedeira ( Fig- 
12-2lbí. A CD4 sozinha é suficiente para permitir a ligação do 
Hl V á célula. mas, para a fusão (e, porianlo, & infecção) ocorrer, 
a célula hospedeira também precisa ter um co- receptor como o 
CCR5, (CCR5 normalmenle funciona como um receptor para 
os fatures decrescimento chamados de químíocinas que direcio- 
nam os leucócitos para os locais da inflamação.) O requerimen- 
to tanto da CD4 como de um cu- receptor na infecção do HIV 
explica a especificidade do HiV para os linfácitos T e fagócitm 
du sistema imune; eles são os únicas tipos celulares que têm 
ambas ãs proteínas em suas membranas pLasmáticas. Presumí- 
vel mente, esses "receptores' 1 evoluíram para desempenhar fun- 
ções úteis para a célula, mas u vírus tem evoluído para explorá- 
la. Agentes que interfiram com a interação do HIV com a CD4 
ou o co- receptor podem provar-se úteis no tratamento da infec- 
ção pdo HIV ou na prevenção da progressão da infecção por 
HIV para a AIDS. 

De acorda com um moddo curreme, para a entrada do HIV 
peia fusão com a membrana ptasmitica, como mostrado na Fi- 
gura 1 2-2 ib, o complexo gp-í I -gp 1 20 ê normalmenle ancorado 
à membrana virai por uma seqiléncia hidrofóbica próxima ao 
carboxilerminal da gp4 L O contato com a CD4 e o co-reeeptor 
na superfície da célula du hospedeiro desencadeia uma grande 
alteração confbrmacional na gp41 , que se estica em uma estru- 
tura estendida e expõem o peptldeo de fusão próximo de seu 
a min ater minai. Esse peptldeo de fusão é inserido na membrana 
plasmáÜCtt da célula hospedeira; assim, a gp41 forma uma pon- 
te entre o vírus e a célula. Urna segunda dramática alteração con- 
formacional ocorre agora: a gp4l curva-se abruptamente na re- 
gião de dobradiça próxima de seu cent ro, Formando uma estru- 
tura do tipo grampo que traz o seu aminoter minai (na membrana 
pfôsmátiça) próximo a seu carboxiterminaJ (na membrana virai). 
De acordo com esse moddo, a inserção do peprideo de fusão na 
membrana pUsminca de alguma forma desorganiza a bicama- 
da lipsdka localmtntt. O real inha mento das moléculas de lipí- 
dios nessa região desorganizada resulta na coalescência das duas 
membranas e a fusão ocorre. 

A fusão de membranas e central também para outros pro- 
cessos celulares, tais como a movimentação de componentes de 
membranas recém- sintetizados por meio do sistema de endo- 
membranas do retículo endop! asmático passando pdo comple- 
xo de Goigi até a membrana pia sm ática através de vesículas de 
membranas, e a liberação de proteínas, hormônios ou neuro- 
transmissores por exoeitose. As proteínas requeridas para essas 
fusões de membrana, chamadas de SNÀKlis, lembram as fusões 
de proteínas virais em vários aspectos. Os SNAREs (o nome da 
família deriva dos receptores prutéicos associados a sinaptosso- 
mos, "fynaptosome-fis&oriated proteiit neceptors”) formam bas- 
tões na forma de grampos que trazem juntos os domínios de 
proteínas ligados á membrana pl asmática e às membranas das 
vesículas- Os SNAREs na Face dlosóíica das vesículas intracelu- 
lares são chamadas de v- SNAREs: aquelas nas membranas -alvo 


C'íarget n } com as quais as vesículas se fundem são as t-SNAREi. 
As formas estendidas dos SNÃREff» como aquelas das proteínas 
de fusão virais, apresentam espiras es pi raladas, longas regiões 
nas quais várias a -hélice* são e*pií aladas umas sobre as outra. 
Fhjk semelhanças estruturais muito provavelmente refletem uma 
analogu fundamental nos mecanismos de fusão nos vírus t nu 
vesículas intracelulares. 

Transporte de Soluto 
através das Membranas 

Cada célula viva deve adquirir de sua vizinhança os malenak 
bruto* para a biossínlese c a produção de energia, e liberar ao 
seu ambiente os subprodutos de seu metabolismo, A membra- 
na plasmática contém proteínas que especificam ente reconhe- 
cem e transportam para dentro da célula essas necessidades como 
os açúcares, os amínoácídos c os íons inorgânicos. Em alguns 
casos, esses compostos sio captados contra um gradiente de con- 
centração, carga elétrica, ou ambos — des são “bombeados" para 
dentro. Certos outros compostos são bombeados para fora, para 
manter a sua concentração titocóllct menor que àquela do meio 
circundante. Com poucas exceções, o trânsito de moléculas pe- 
quenas através da membrana pta&matica é mediado por proteí- 
nas corno canais trans membrana, transportadores ou bombas. 
Dentro da célula eucariótic*. diversos compartimentos possuem 
concentrações diferentes dos produtos e intermediários meu- 
bolkos, e esses também devem sc movimentar através das mem- 
branas inlracelíilarcs, em processos altamente regulados, media- 
dos por proteínas. 

O transporte passivo e facilitado 
por proteínas da membrana 

Quando dois comparti mentos aquosos contendo concentrações 
des iguais de um composto ou son solúvel estão separado* por 
um divisor permeável ( membrana), o soluto movimenta -se por 
difusão ximples a partir da região de maior concentração, alra- 
vésda membrana, para a região de menor concentração, até que 
os dois compartimentos, tenham concentrações iguais às do so- 
luto {Fig. l2-22a). Quando lons de carga oposta estão separados 
por uma membrana, há um gradiente elétrico transmembrana, 
O potencial de membrana, V m (expresso em volts ou milivoítsk 
Esse potencial de membrana produz uma força que ac opôe ás 
movimentações, do ion que aumenta oV B e o direcionamento 
da movimentação do ion que diminui o (Fig. l2-22b). Ifcs» 
forma, a direção para a qual um soluto carregado lende ã ie mover 
espontaneamente através de uma membrana depende lante do 
gradiente químico (a diferença na concentração du soluto) como 
do gradiente détrico ÍVJ através da membrana. Junto*. essa 
dou fatores são referidos como o gradiente eletroquimko ou o 
potencial eletroquimico. Esse comportamento dos solutos está 
de acordo com a segumla lei da termodinâmica: moléculas len- 
dem espontaneamente a assumir a distribuição da maior alea- 
tor idade, ou seja, a entropia aumenlará e a energia do sistema 
será minimizada. 

Nos organismos vivos, a difusão simples da maioria dos so- 
lutos é impedida por barreiras permeáveis seletivas — mem- 
branas que separam os compartimentos intracelulares c cercam 
as células. Para passar através da bicamada Lipídica, um soluto 
carregado ou polar deve desistir de suas interações com as mo- 
léculas de água na sua catnadã de hidratação e, então, difundir 
cerca de 3nm (3QÀ) por meio de um solvente i lipídio) no qual 
estará pouco solúvel (Fig, 1 2-23). À energia usada para retirar a 
camada de hidratação e movimentar o composto polar da água 
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figura 13-23 - Movimentação dos solutos através uma membrana 

permeável (a) A movimentação liquida de solutos eletricamente neutros 
fr para o lado de menor concentração ate que o equilíbrio seja alcançado. 
As concentrações do scUuto dos lados esquerdo e direito da membrana são 
designados C, e £j. A vetoodade da movimentação transmemtjrana i pro- 
porcional A concentração do gradiente G/Q, como indicado peias gram 
des setas íb) A movimentação líquida de soJutos carregados etancamenie 
e d Cada por uma corabmação dos polencías etetncos ÍVJ e a drierença da 
Doncentração qumua através da membrana, a movimentação hqurfa do 
fcev continua até que «se pctenoa) eletroquirrKci alcance valor ttrü 


Figura 12-23 - Variações de energia que acompanham a passagem 
de um soluto hídrófilko através da bkamada lipfdicH de uma mem- 
brana biológica (a) Ma difusão simples, a remoção da camada de hidra- 
tação é altamente endergõmca e a energia de ativação (AG*) para a difu- 
são através da bicamada e muito alta íbi Uma proteína de transporte 
reduz p AG 1 para a difusão transmembrana dõ soiuto Ela faz rso for- 
mando interações não^covalentes com o soluto desidratado para substi- 
tuí suas pontes de hrirogêmo com a égua. fornecendo um caminho 
hidrotibco transmemfrana 


pira dentro e através do lipídio é recuperada quando o com- 
posto deixar a membrana do outro lado e for neidratado. Entre- 
tanto, a etapa intermediária da passagem transmembrana re- 
presenta um estado de alta energia comparável ao estado de tran- 
sição numa reação química catalisada por enzimas. Em ambos 
os casos, uma barreira de ativação deve ser ultrapassada para se 
atingir ao estado intermediário (Fig. 12-23, compare com a Ktg, 
ê-3K A energia dc ativação (âG‘> para a Lranslocaçio de um 
wtuto polar através da bicamada è tão grande que bkamadas 
somente de lipldkra sâo praticamente impermeáveis às espécies 
carregadas ou polares, considerando o periodo de tempo rele- 
vante para as células. 

Alguns poucos gases biologicamente importantes podem 
atravessar membranas por difusão simples: oxigênio molecular» 
nitrogênio e metano» todos os quais são relativamente não- pola- 
res, Apesar da sua polaridade» a água atravessa algumas membra- 
nas biológicas lentumenle por difusão simples, presumivelmente 
por causa da sua concentração muito alta (55M). Entretanto, 
para tecidos nos quais uma rápida movimentação da água trans- 
mrmbrana é essencial ínos rins, por exemplo 3, a água se difun- 
de através de canais formados por proteínas integrais específi- 
cas» as aquáponnas, descritas a seguir. 


A passagem transmembrana de compostos polares e kms 
toma-se posstvd por proteínas de membrana que diminuem a 
energia de ativação do transporte, fornecendo uma via alterna- 
tiva para solutos específicos através da bi aunada h pudica. As pro- 
teínas que proporcionam essa difusão facilitada ou transporte 
passivo não são enzimas no senndo usual; seus 'substratos" mo- 
vem-se de um comparti menta para outro, mas não são alterados 
quimicamente. As proteínas de membrana qw aumentun p mo- 
vimento de um soluto através de uma membrana por difusão 
facilitada $io chamadas de transportadora» ou permeases. 

O tipo de informação estrutural detalhada obtido para 
muitas enzimas solúveis, por cristalografia dc raios X» ainda 
não está disponível para a maioria dos transportadores de 
membrana; como um grupo, essas proteínas de membrana in- 
tegrais são difíceis de purificar e cristalizar. Entretanto, a par- 
tir de estudos da especificidade e cinética dos transportadores, 
aprendemos que sua ação é muito análoga àquela das enzimas. 
Como as enzimas, os transportadores ligam -se □ seus substra- 
tos com especificidade estercoquimica por meio de muitas in- 
terações fracas, não-covalentes. A variação de energia livre ne- 
gativa que ocorre nessas ligações fracas, AGi. n .^^, contrabalan- 
ceia a variação de energia livre positiva que acompanha a perda 
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da água de hidratação do substrato, AG^d,^^,, diminuindo a 
energia de ativação, AG* , para a passagem transmembrana (Fig, 
] 2-23). Os transportadores atravessam a bicam ada lipídica peJo 
menos uma vez, usual mente várias vezes, formando um canal 
transmembrana revestido com as cadeias laterais de aminoáci- 
dos hidrofÜicos. O canal fornece uma via alternativa para que 
esse substrato específico se mova através da bicamada lipídica, 
sem ter que se dissolver nela, diminuindo ainda mais ü AG 4 
para a difusão transmembrana. O resultado é um aumento, de 
várias ordens de grandeza, na velocidade da passagem trans- 
membrana do substrato. 

As aquaporinas formam canais hidrofílicos 
transmembrana para a passagem de água 

Uma família de proteínas integrais, as aquaporinas (AQPs), for- 
nece canais para a movimentação rápida de moléculas de água 
através das membranas plasmáticas em uma variedade de teci- 
dos especializados (Tabela 12-3). Os eritrócitos, que incham ou 
encolhem rapidamente em resposta a alterações bruscas na os- 
molaridade extracelular à medida que o sangue passa através do 
rim, possuem uma alta densidade de aquaporina nas suas mem- 
branas plasmáticas (2 x 10" cópias de AQP-1 por célula). Tam- 
bém ricas em aquaporina sio as membranas plasmáticas das 
células dos túbulos renais proximais, que reabsorvem água du- 
rante a formação da urina, e a membrana vacuolar das células 


Tabela 12-3 - Aquaporinas 


Aquaporina 

Papéis e localização 

AQP-1 ■ 

Reaborção de fluidos no túbuto renal pnoximal; 
secreção do humor aquoso no dho e do fluido 
cerebmespinhal no sistema nervoso central; 
a homeostase da água nos pulmões 

AQP-2 

Permeabilidade à água nos duetos coletores renais 
(mutações produzem o diabetes insípido 
nefrogênico) 

AQP-3 

Retenção de água nos duetos coletores renais 

AQP-4 

Reabsorção do fluido cerebroespinhal no sistema 
nervoso central; regulação do edema cerebral 

AQP-5 

Secreção de fluidos nas glândulas salivares, glândulas 
lacrirnais e no epitélio alveolar do pulmão 

y-TIP 

Captação de água pelo vacúdo de plantas, regulando 
a pressão de turgescência 


Fonte: Kíng LS & Agre P (1996) Pathophysiülogy ot the aquaporin v/ater chan- 
nels. Am ju ftev Physipt 58, 619-643. 


de plantas, que requerem um movimento osmótico da água 
para dentro do vacúolo a fim de manter a pressáo de turges- 
cência (veja Fig. 2-10). A Tabela 12-3 fornece alguns exemplos 
de aquaporina*. 

Todas as aquaporinas são proteínas integrais do tipo III (Fig. 
12-14) com seis segmentos helicoidais transmembrana ( Fig. 12- 
24a). Na AQP-1, quatro monòmeros de M r 28,000 formam um 
canal transmembrana tetraédrico revestido com cadeias laterais 
hidrofílkas, possuindo um diâmetro suficiente (~3Á) para per- 
mitir a passagem de moléculas de água em füa única (Fig. 12- 
24b). A água flui através de um canal de AQP-1 a uma velocida- 
de de cerca de 5 x 1G S moléculas por segundo. Para comparação, 
o maior número de renovação conhecido para uma enzima é 
aquele da catálase, 4 x IO' s _J , e muitas enzimas possuem núme- 
ros de renovação entre ls~ L e 10 V (veja Tabela 8-7), A baixa 
energia de ativação para a passagem da água através dos canais 
de aquaporina (AG* < 15kJ/mol) sugere que a água se movi- 
menta através do canal em uma corrente contínua, fluindo na 
direção ditada pelo gradiente osmótico. (Para uma discussão 
sobre a osmose, veja pág, 71), Da mesma forma que a maioria 
das aquaporinas, AQP-1 não permite a passagem de íons ou 
outros solutos pequenos, 

O transportador da glicose dos eritrócitos 
medeia o transporte passivo 

O metabolismo produtor de energia no eritrócito depende de 
um suprimento constante de glicose do plasma sanguíneo, no 
qual a concentração de glicose é mantida em cerca de 5mM, A 
glicose entra no eritrócito por difusão facilitada, por meio de 
um transportador específico da glicose, em uma velocidade cer- 
ca de SO.GÜO vezes maior que a velocidade de difusão não-catali- 
sada, Esse transportador, bem estudado, fornece um exemplo 
excelente de como o transporte passivo é controlado na célula, 

O transportador de glicose dos eritrócitos (chamado GluTl, 
para distingui-lo dos transportadores de glicose relacionados em 
outros tecidos) é uma proteína integral do tipo 111 (M r 45,000) 
com 12 segmentos hídrofóbicos, cada um dos quais acredita-se 
que forme uma hélice que atravessa a membrana, A estrutura 
detalhada do GluTl ainda não é conhecida, mas um modelo plau- 
sível sugere que a montagem lado a lado de várias hélices produ- 
za um canal transmembrana revestido com resíduos hidrofüi- 
cos que possam formar pontes de hidrogênio com a glicose ã 
medida que ela se move através do canal (Fig, 12-25), 


'•■lA ' 



Figura 12-24 - Topologia transmembrana provável de uma aquaporina, AQP-1. Esta proteína é também chamada de CHIP- 
23. (a) Cada monômero consiste de seis héhces transmembrana. (b) Em uma estrutura proposta para o canal da aquaporina (visto 
perpendicularmente ou através do plano da membrana), quatro monòmeros da AQP-1 se associam, lado a lado, com suas 24 hélices 
transmembrana cercando um canal central (sombreado azul), O canal, através do qual as moléculas de água se difundem uma a 
uma. é coberto com cadeias laterais hidrofilicas. 





Figura 12-25 - Estrutura proposta para o GluTI (a) Hélices transmembrana são representadas coma filas oblíquas de três ou quatro resíduos de 
aminoátidcB, cada fila descrevendo uma volta da a-hélice Nove das 12 hélices contém três ou mais resíduos de aminoâcidos carregados ou polares, 
frequentemente separados por vários resíduos hidrofòbicos. (b) Um diagrama helicoidal circular mostra a distribuição dos resíduos polares e não-polanes 
na superfíde de um segmento helicoidal. A hélice é esquematizada como se fosse observada ao longo de seu eixo maior a partir do aminoterminal. 
Resíduos adjacentes na sequência linear são conectados com setas, e cada resíduo á colocado em volta do circulo na posição que ele ocupa na héFiee; 
lembre-se de que 3,6 resíduos são requeridos para realizar uma volta completa da a-hélice. Neste exemplo, os resíduos polares (em azul) estão de um 
lado da hélice e os resíduos hidrofòbicos (em amarelo) do outro lado. Isso é, por definição, uma hélice anfipática. (ç) A associação lado a lado de cinco 
ou seis hélices anfipáticas, cada uma com sua face polar onentada para a cavidade central, pode produzir um canal transmembrana revestido com 
resíduos polares e carregados. Esse canal fornece murtas oportunidades para a formação de pontes de hidrogénio com a glicose, movimentando-se ao 
Igngo do transportador. A estrutura tridimensional do GluTl não foi ainda determinada por cristalografia de taros X, mas os pesquisadores esperam que 
os canais transmembrana hidrofflicos deste e de murtos outros transportadores e os canais únicos provarão assemelhar-se com este modeto. 


O processo de transporte da glicose pode ser descrito pela 
analogia com uma catálise enzimática cm que o “substrato” é a 
glicose fora da célula (Sf OTa ), o “produto" é a glicose dentro da 
célula (Sd C ntm} £ a "enzima” é o transportador* T. Quando a velo- 
cidade de captação da glicose é medida em função da concentra- 
ção da glicose externa (Fig. 12-26), a representação resultante é 
hiperbólica; em concentrações altas de glicose externa, a veloci- 
dade de captação se aproxima à V miJ . Formal mente, esse proces- 
so de transporte pode ser descrito pelas equações 

Sfceu + T i — £ — - ^Fara ■ I <t — j 6^^,^ ■ 1 , — ^drodro T 

onde k iy JLi etc., são as constantes da velocidade para cada etapa, 
cm uma direção e em $ua reversa. As etapas são resumidas na 
Figura 12-27. 

As equações da velocidade para esse processo podem ser 
derivadas exatamente como aquelas das reações catalisadas por 
enzimas (Capitulo 8), produzindo uma expressão análoga ã equa- 
ção de Michaelis-Menten (pág. 200); 

[ 51 fnen 

+ ÍS]f ürl 

onde Vo é a velocidade inicial do acúmulo de glicose dentro da 
célula, quando sua concentração no meio circundante é [Síf 0rflh e 
tKcrmirportt) * üma constante análoga ã constante de MichaeJis- 
Menten, uma combinação das constantes de velocidade caracte- 
rísticas para cada sistema de transporte. Esta equação descreve a 
velocidade itticuU — a velocidade observada quando [S]*^ = 0. 
Como no caso para as reações catalisadas por enzimas, a forma 




Figura 12-26 - Cinética do transporte de glicose para dentro dos 
erltródtos. (a) A velocidade inicial da entrada de glicose em um eritróei- 
to, Vq, depenae da concentração inicial da glicose no lado externo, [5]fo, â . 
(b) Representação duplo-redpnoca dos dados em (a). As cinéticas da difu- 
são facilitada são análogas às cinéticas de uma reaçào catalisada por enzi- 
mas. Compare estes gráficos com ds dá Figura 3-1 1 e Figura T no Adendo 
3-1 . Observe que é análogo a Km, í constante de Mlehaefis-Menten. 




Figura 12-27 - Modelo de transporte da glicose pelo GluTI nos 
eritródtos. 0 transportador existe em duas conformações. T 1# com o 
sitio de ligarão da glicose exposto rta superfície externa da membrana 
plasmática, eTj.ccmo sitio de ligaçao na superfície interna. O transpor- 
te de glicose ocorre em quatno passos. 14o passo (D, a glicose no plasma 
sangüineo liga-se a um sítio estereoespecifico em T 1r diminuindo dessa 
forma a energia de ativação para uma alteração conformacional (passo 
d)) de li para h , efetuando a passagem transmembrana da 
glicose. No passo a glicose è liberada de T 3 no citosol e, no passo ®, 
o transportador retorna à conformação T-, pronto para transportar uma 
outra molécula de glicose. 


da indinação do intercepto da equação descreve uma represen- 
tação linear de 1/Vo l/(S]f ra , a partir da qual podemos 

obter os valores de K t e (Fig. 12-26b). K u como X ni! é urm 
medida da afinidade do transportador pelo substrato: quanto 
menor o K (1 maior a afinidade. 

Peio fato de as ligações químicas nào serem sintetizadas nem 
quebradas na conversão do Sf üra para o Sintra® nem ° “substrato” 
ou o “produto” ser intrinsecamente mais estável* o processo de 
entrada é, portanto, total mente reversível. Quando [S] í t tJltro se 
aproxima de [S]fc IB » as velocidades de entrada e saída tornam-se 
iguais. Tal sistema é, portanto» incapaz de acumular o substrato 
(glicose) dentro das células em concentrações acima das encon- 
tradas no meio circundante; ele simplesmente alcança o equilí- 
brio da glicose em ambos os lados da membrana a uma veloci- 
dade muito maior que aquela que ocorreria na ausência de um 
transportador específico. CduTl é específico para a D-glicose, 
possuindo um K t medido de l,5mM. Para os análogos próxi- 
mos, a D-manose e a D-galactose* que diferem apenas na posi- 
ção de um grupo hidnoxíla» os valores de K t são de 20 e 30mM» 
respectivamente; e, para a L-glicose, o A',, excede a 3.000mMl Dessa 
forma, GluTI apresenta as três características autênticas do trans- 
porte passivo: aftas velocidades de difusão no sentido do gra- 
diente de concentração, saturabilidade e especificidade. Pelo fato 


de a concentração da glicose no sangue» 4*5 a 5mM, ser mantida 
em cerca de três vezes o o GluTI está aproximadamente satu- 
rado com o substrato e opera próximo à V mil . 

No fígado» um transportador de glicose diferente, o GluT2» 
transporta glicose para fora dos hepatócitos quando o glicogé- 
nio hepático é quebrado para substituir a glicose sangüínea. 
GluT2 possui um A, de cerca de 66mM e pode, portanto, res- 
ponder a níveis aumentados de glicose intracelular aumentando 
o transporte para fora. Os tecidos muscular e adiposo possuem 
ainda um outro transportador de glicose, o GluT4, que se dis- 
tingue por sua estimulação pela insulina (Adendo 12-2), 

O cloreto e o bicarbonato são co-transportados 
através da membrana do eritrócito 

O eritrócito contém um outro sistema de difusão facilitada, um 
trocador de ânion, que é essencial no transporte do COj para os 
pulmões, a partir de tecidos, como o músculo e o fígado. O C0 2 
residual liberado durante a respiração dos tecidos para o plasma 
sangüineo entra no eritrócito, onde é convertido em bicarbona- 
to (HCOD pela enzima anidra se carbônica. O HCOÇ retorna ao 
plasma sangüineo para ser transportado até os pulmões (Fig 
12-28). Pelo fato de o HGOj ser muito mais solúvel no plasma 
sangüineo que o C0 2 , essa via sinuosa aumenta a capacidade do 
sangue de transportar o dióxido de carbono dos tecidos até os 
pulmões. Nos pulmões* o HCOj retorna ao eritrócito e é con- 
vertido em CCb, que é eventualmente liberado no espaço pul- 
monar e exalado. Para que esse caminho de mão dupla seja efe- 
tivo é exigida uma movimentação muito rápida do HCO* atra- 
vés da membrana do eritrócito. 

O trocador cloreto-bicarbonato» também chamado de pro- 
teína trocadora de ânion, aumenta a permeabilidade da mem- 
brana do eritrócito ao HCQj mais de um milhão de vezes. Da 
mesma forma que o transportador da glicose» ele é uma proteí- 
na integral que provavelmente atravessa a membrana 12 vezes. 
Essa proteína medeia a muvímenEação de dois ànions: para cada 
íon HCO^ que se move em uma direção, um íon Q" deve mo- 
ver-se na direção oposta (Fig. 12-28). O acoplamento da movi- 
mentação Cl" e HCQJ é obrigatório; na ausência de cloreto, 0 
transporte de bicarbonato é interrompido. A esse respeito, 0 



Figura 12-28 - O trocador do reto- bicarbonato da membrana eri- 
trodtãria. Este sistema de transporte duplo permite a entrada e a saída 
de HCO 3 sem alteração no potencial elétrico transmembrana. 0 seu pa- 
pel é aumentar a capacidade de transporte de CO? sangüineo. 


O dióxido de carbono 
produzido pelo catabolismo 
entra no eritródto 


Q bicarbonato 
dissolve-se no 
pluma sangüineo 


O bicarbonato entra 
no eritrócito vinda 
do plasma sangüineo 


O dióxido de 
carbono deixa o 
eritrócito c i exalado 
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I Adendo 12-2 


Transporte defeituoso da glicose e da água em duas formas de diabetes 


Quando a ingestão de uma refeição rica em carboi- 
dratos leva a glicose sangümea a exceder a concen- 
tração usual entre as refeições (5mM), o excesso de 
glicose é captado petas músculos cardíacos e esque- 
léticos (que o armazenam como glícugémü) e pelos 
ãdipódtos (que o convertem em triacilgliceróis). A 
captação de glicose nos miócitos e adipddtns é me- 
diada pelo transportador de glicose GluT4, Entre as 
refeições, a membrana plasmática dessas células 
contém algum GluT4* mas a maioria está seqües- 
trada nas membranas de pequenas vesículas intra- 
celulares (Fig. 1). A liberação de insulina do pân- 
creas* em resposta â alta glicose sanguínea, desenca- 
deia a movimentação dessas vesículas intracelulares 
para a membrana plasmática, na qual das se fun- 
dem* expondo* portanto* as moléculas de GluT4 na 
superfície externa da célula. Com mais moléculas 
de GluT4 em ação, a velocidade da captação da gli- 
cose aumenta 15 vezes ou mais. Quando üs níveis 
de glicose sãngüínea retomam ao normal, a libera- 
ção de insulina diminui e a maioria daí moléculas 
de GluT4 é removida a partir da membrana plas- 
mática e armazenada em vesículas. 

No diabetes melito tipo I (de incidência juvenil ), 
a inabilidade de liberar insulina (e* portanto, de mo- 
bilizar os transportadores de glicose) resulta em 


baixas velocidades de captação de glicose nos teci- 
dos muscular e adiposo. Uma conseqüència é um 
período prolongado de alta glicose sanguínea de- 
pois de uma refeição rica em carboidratos. Essa con- 
dição é a base do teste de tolerância à glicose usado 
para diagnosticar o diabetes (Capitulo 23), 

A permeabilidade à água das células epiteliais que 
revestem os duetos coletores renais no rim é devida 
â presença de uma aquaporina í AQP-2) nas mem- 
branas plasmáticais apicais (que estão voltadas para 
a luz do dueto). O hormônio a nti diurético (ADH) 
regula a retenção de água mobilizando as molécu- 
las de AQP-2 armazenadas nas membranas das ve- 
sículas dentro das células epiteliais* da mesma for- 
ma que a insulina mobiliza GluT4 nos tecidos mus- 
cular e adiposo. Quando as vesiculas se fundem com 
a membrana plasmática da célula epiteUal, a per- 
meabilidade à água aumenta dramaticamente e mais 
água é reabsorvida a partir do dueto coletor e retor- 
na ao sangue. Quando o nível de ADH cai* a AQP-2 
é resseqüestrada dentro das vesículas, reduzindo a 
retenção de água. Ho diabetes insípido, doença hu- 
mana rela tívam ente rara* um defeito genético na 
AQP-2 leva a um prejuízo na reabsorção de água 
pelo rim. O resultado é a excreção de volumes copio- 
sos de urina muito diluída. 


© 



Insulina |p 


Quando a insulina interage com o seu receptor, vesiculas 
se movem para a superfície e se fundem com a membrana 
plasmática* aumentando o número de transportadores 
de gücose na membrana plasmática. 


© 

Quando o nível da insulina 
cai* os transportadores de 
glicose são removidos da 
membrana plasmática pela 
endocitose, formando 
pequenas vesículas. 




glicose “armazenados” 
dentro da célula nas 
membranas das vesiculas. 


Pedaços do endossomo enriquecidos com os 
transportadores da glicose brotam para se 
tomarem pequenas vesículas, prontas para 
retomar k superfície quando os níveis de 
insulina se elevarem novamente. 


Figura 1 - Regulação pela insulina do transporte de glicose dentro de um miúcito. 


trocador de ânions é típico para todos os sistemas, chamados siste- 
mas de transporte duplo, que carregam simultaneamente dois so- 
lutos através de uma membrana. Quando, como nesse caso. os do is 
substratos movem-se cm direções opostas, o processo é a contra 
transporte. No co-transporte, os dois substratos movem -se simul- 
taneamente na mesma direção. Os ü^portadorra que carregam 
apenas um substrato, como o transportador da glicose, são atgu 
mas vezes chamados de sistemas tfe transporte único í Fig. 12-29). 
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Figura 12-29 - TrAf classes gerais de sistemas de transporte Os 

transportadores diferem no número de solutos (substratos) transporta- 
dos e na direção em que cada um é transportado. Exemplos de lodos os 
trás tipos de transportadores são apresentados no texto. Observe que esta 
classificação nâo diz nada se esses processos são requerentes de energia 
(transporte ativo) ou independentes de energia (transporte passivo) 


Q transporte ativo leva á movimentação 
do soluto contra um gradiente de 
concentração ou eletroquímico 

No transporte passivo, as espécies transportadas sempre se mo- 
vem na direção do gradiente detroquimieo c não ocorre nenhum 
acúmulo acima dó ponto de equilíbrio, D transporte ativo, pelo 
contrário, leva ao acúmulo de um soluto acima do ponto de equi- 
líbrio. O transporte ativo è termodinamicamente desfavorável 
(endergônico) e ocorre apeius quando acoplado \ direta oü in- 
diretamenle) a um processo exergònko, como a absorção da luz 
solar» uma reação de oxa dação, a quebra de ATP 00 o fluxo con- 


comitante de alguma outra espécie química na direção de seu 
gradiente detroquimieo. No transporte ativo primário, a acu- 
mulação do soluto é acoplada direta mente a uma reação quími- 
ca exergânka. como a conversão de ATP em ADP + P L (Fig. 12- 
30). O transporte ativo secundário ocorre quando o transporte 
endergònico de um soluto (na direção ascendente) è acoplado 
ao fluxo exergònico de um soluto diferente (na direção descen- 
dente \ que foi originalmente bombeado na direção ascendente 
por um transporte ativo primário. 

A quantidade de energia necessária para o transporte de um 
soluto contra um gradiente pode ser facilmente calculada a partir 
do gradiente de concentração inkiol. A equaçio geral para a vari- 
ação da energia Ime no processo químico que converte 5 tm P é 
AG = AG** + J!T lit [Pj/| Sl ( 12-1) 

onde K é a constante dos gases 8,3l5J/mol - K, e Ta tempera- 
tura absoluta. Quando a “reação’' é simplesmente a transporte 
de um soluto de uma região em que sua concentração tC,i 
uma outra região em que sua concentração é C>, nenhuma li- 
gação química é formada ou qut-brada t a variação da energia 
livre padrão, AG*\ é igual a zero» A variação de energia livre 
para o transporte, AG„ é então 

AG, = RT\n{C,tQ\ (12-2) 

Sç houver uma diferença na concentração entre os dois compar- 
timentos, de cerca de 10 vezes, o custo de se movimentar I mal 
de um soluto não -carregado a 25°C através de uma membrana 
separando dois compartimentos é, portanto, 

AC, = [8,315j/mo] - KK29ftK)fh 10/1) - 37031/mol = 5,7líJ/mo] 

A Equação 12-2 vale para todos os solutus não -carregados. 
Quando 0 soluto for um Eon, a sua movimentação sem 0 
acompanhamento de um contra- Ion leva à separação ender- 
gònica de cargas positivas e negativas, produzindo um poten- 
cial elétrico; tal processo de transporte è dito eletrogénico, O 
custo energético de se movimentar um km depende do po- 
tencial ekiroquimico (pág, 31b), á soma dos gradientes quí- 
mico e elétrico: 

AÊÇ = KTln (Ci/Ql + Z J &V ( U-3) 

onde Z é a carga do too» J é a constante de Faroday (96.480J/ 
V - mol) e Ay é o potencial détrkn transmembrana (em volts). 



Figura 12-30 - Dois tipos de transporte ativo (a) No transporte ativo primário, a energia liberada peta hidrólise de ATP direciona 
0 movimento do soluto contra um gradiente eletroqulrriico ibl No transporte ativo secundáno, um gradiente de um ion X (freqüen- 
temente 0 Na 1 '} foi estabelecido por um transporte ativo primário 0 movimento do íon X a favor de seu gradiente eletfoqufmica 
fornece, entlo. a energia para direcionar 0 co-transporte de um segundo soluto iSj contra seu gradiente ele troq ui m ico 
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Células eucarióticas típicas possuem potenciais elétricos ao longo 
de suas membranas plasmáticas da ordem de 0*05 a 0*2 V (com o 
interior negativo relativo ao exterior) , de tal forma que o segun- 
do termo da Equação 12-3 pode ser uma contribuição signifi- 
cante para a variação da energia livre total do transporte de utn 
íon, A maioria das células mantém diferenças de mais de 10 ve- 
zes nas concentrações de íons através de suas membranas plas- 
máticas ou intracelulares, e s para muitas células e tecidos, o trans- 
porte ativo é, portanto, um dos principais processos consumi- 
dores de energia, 

O mecanismo do transporte ativo é de importância funda- 
mental na biologia, Como veremos no Capítulo 19, a formação 
do ATP nas mítocôndrías e nos doroplastos ocorre por um me- 
canismo que é essencialmente um transporte de íon direciona- 
do por ATP, operando no sentido reverso. A energia tornada dis- 
ponível pelo fluxo espontâneo de prótons através da membrana 
é calculada pela Equação 12-3; lembre-se de que, para o fluxo na 
direção de um gradiente eletroquímico, o sinal AC é oposto ao 
do transporte contra o gradiente, 

Há pelo menos quatro tipos gerais 
de ATPases de transporte 

No curso da evolução, vários tipos distintos de transportes ati- 
vos dependentes de ATP surgiram, diferindo na estrutura, no 
mecanismo e na localização cm tecidos e compartimentos in- 
tracelulares específicos (Tabela 12-4). 

ATPases do tipo P são transportadores de cátion direciona- 
dos por ATP, que são reversivelmente fosforilados por ATP como 
parte do ciclo de transporte. Todas ATPases de transporte do 
tipo P possuem semelhanças na seqüéncia de aminoácidos, es- 
pedalmente ao redor do resíduo da Asp que sofre fosfor ilação, e 
todas são sensíveis à inibição pelo análogo do fosfato, o vanadatn. 


O- Ü- 

o=|* — cr o=j— o- 

OH OH 

Fosfato Vanadato 

Cada uma é uma proteína integral de membrana com múltiplas 
regiões que atravessam a membrana num único polipeptídeo; 
algumas possuem também uma segunda sub unidade (Fíg, 12- 
3 la). Os transportadores do tipo P são largamente distribuí- 
dos na natureza. Nos tecidos animais, a ATPase NíTK 4 , um con- 
tratransportador para Na' eK' t ea Ca Jl ATPase, um transpor- 
tador único para Ca 2+ , são ubíquas, ATPases do tipo P bem 
conhecidas, que mantêm o desequilíbrio na composição iôni- 
ca entre o citosol e o meio extracelular. Células parietais no 
revestimento do estômago de mamíferos possuem uma ATPase 
do tipo P que bombeia H + e K + através da membrana plasmá,- 
tica acidificando, dessa forma, o conteúdo do estômago, Nas 
plantas superiores, uma ATPase do tipo P bombeia prótons 
para fora da célula, estabelecendo uma diferença de duas uni- 
dades de pH e 250mV através da membrana plasmática. Uma 
ATPase do tipo P semelhante, no mofo do pão Neurospom, bom- 
beia prótons para Fora das células, para estabelecer um potencial 
de membrana negativo dentro da célula, o qual é usado para 
direcionar a captação de substratos e íons do meio circundan- 
te por transportadores ativos secundários. Bactérias usam as 
ATPases do tipo P para bombear parp fbra íons metálicos pesa- 
dos tóxicos, como Gd 2+ e Cu :+ . 

Uma classe diferente de ATPases de transporte de prótons é 
responsável pela acidificação dos compartimentos intracelula- 
res em muitos organismos. Os vacúolos das plantas superiores e 
dos fungos mantêm um pH entre 3 e 6, bem abaixo do do cito- 


Tabela 12-4 - Quatro classes da ATPases de transporte 



Organismo ou tecido 

Tipo de membrana Papel dá ATPase 

ATPases do tipo P 

Na’K 4 

Tecidos animars 

Plasmática 

Mantém [Ha 4 ] baixa. [K 4 ] alta dentro da célula, 
cria potencial elétnco transmembrana 

H 4 K* 

CéJulas secretoras (parietais) 
de ácido dos mamíferos 

Plasmática 

Acidifica o conteúdo do estômago 

H* 

Fungos [Neurospora] 

Plasmática 

Cria gradiente de H 4 para direcionar o transporte 
r secundário de solutos extracelulanés para dentro 
da célula 

H* 

Plantas superiores 

Plasmática J 


Ca 3 ’ 

Tecidos animais 

Plasmática 

Mantém [Ca 24 ] baixa no citosol 

Ca 24 

Miócitos dos animais 

Retículo endoplasmático 

Seqüestra o Cá 34 Intracelular, mantendo a (Ca' 4 ] 
dtosólica baixa 

Cd 24 -, Hg 2t , Cu 2+ 

Bactérias 

Plasmática 

Bombeia íons metálicos pesados para fora da célula 

ATPases do tipo V 

hr 

Animais 

Vesículas secretoras, 
lisossômicas, endossómicas 

r Cria pH baixo no compartimento, ativando proteases 

h-r 

Plantas superiores 

Vacuolar 

e outras enzimas hidrolíticas 

H 4 

Fungos 

Vacuolar 


ATPases do tipo F 




H 4 

Eucariotos 

Mitocondrial interna 


H* 

Plantas superiores 

TUacóide 

r Catalisa a formação de ATP a partir de ADP 4 P 

nr 

Procanotos 

Plasmática 

1 

Transportador mu Iticf rogas 


Célula tu moral de animais 

Plasmática 

Remove uma grande variedade de produtos 
naturais htdrofúbicos e de dnogas sintetizadas do 
citosol, meiuindo vrmblastma, doxorrubdne, 
actinomidná D, mitomicina, taxol, colcôicina 
e puromicina 



Figura 12-31 - Estrutura das subumdad» dos très tipos da ATPases transportadoras dv ions i*> As ATPases do 

tipo P possuem doss tipos de subunidades da proteína mlegtal A subun idade a. que è essencial, possui urti resíduo Asp 
quéá fosfortado durante o transporte. íb) As ATPases do bpo V possuem um dominio periférico, Yi (aiul), composto de 
sele tipos diferentes de subunidades, incluindo três A e tris 0, e um domínio integral, V g (amarelo), com trés tipos de 
sub unidades, incluindo cópias múltiplas de c. (e) ATPases do tipo F possuem um domínio periférico, Fi (á?ul), homólogo 
com Vi das ATPases do tipo V. A porçSo Integral das ATPases dos tipos F, f D (amarelo), também possui três tipos de 
subunidades, com cópias múltiplas de c Bombas do tipo f> como as ATPases Na H K H , movem os dois íons em direção 
oposta As bombas de prótons dos tipos V e F movem prótons em uma direção — do topo ao fundo neste diagrama — 
para d&ntfü dos vacúoios para o tipo V e para das mitocóndnas para o tipo F, 


sol circundante (pH 7,5), pela ação das bombas de próton — 
ATPases do tipu V. As ATPases do tipo V (de vacúolo) são tam- 
bém responsáveis peta .icid ideação nos I [nosso mos, nos endos- 
so mos, no complexo de Golgi e nas vesículas secretoras nas cé- 
lulas animais, Kstruturalmenle não relacionadas ã* ATPases do 
tipo P, as ATPises do tipo V não sorrem fosfonfação c desfosftv- 
rilação cíclicas e não são in ibidas pdü vanadalo. Iod as as ATPases 
do tipo V possuem uma estrutura complexa semelhante, com 
um domínio i n legral ( transmembrana ) I V 0 ), que funciona como 
um canal de próton, e um domínio periférico ( V, J, que contém 
o sítio de Ligação do ATP e a atividade ATPase [ Hg. 12-3 lb>. O 
mecanismo peta qual as ATPases do tipo V acoplam a hidrólise 
do ATP ao transporte ascendente de prótons não è conhecido 
em detalhe. As bombas de prótons do tipo V são relacionadas 
em estrutura, e provavelmente em mecanismo, a uma terceira 
família de bombas de prótons, as ATPases do tipo F, 

As ATPases do tipu F desempenham um papel central nas 
reações conservadoras de energia nas bactérias, nas mitocóndrias 
e nos donqdaslos; esse papel será discutido em detalhe quando 
descrevermos a fosfuritaçào nxidativa e a fotofbsforiiação no 
Capítulo 19, (O F de seu nome origina -sc de sua identificação 
como /al ores dc acoplamento de energia. \ Elas catalisam a pas- 
sagem ascendente de próions transmembrana, direcionada pela 
hidrólise do ATP, hem como a reação reversa, na qual o fluxo 
descendente de prótons direciona a síntese do ATP [Hg, 12-32), 
No segundo caso, as ATPaaes do tipo F são mais apropriada 
mente chamadas de ATP sim ases. O gradiente de prótons na 
fosfór ilação oxida (iva c na fotofosforilação é estabelecido por 
outros tipos de bombas de prótons carregadas pela oxidação do 
substrato ou pela lu* solar. As ATPases da tipo F/ATP si nt ases 
são complexos multissubunidadesque fornecem um pom trans- 
membrana (a proteilU integral F„) para prótons e uma máquina. 



Figura 12-32 - Reversibilidade das ATPases do tipo f Um trartsoor- 
tactaf de protons direcionado por ATP também catalisa a síntese de ATT i 
medida que os prótons fluem na dteçáõ de seu gradiente efetioqiiirnm 


molecular (a pruleina periférica FJ que usa a energia liberada 
jhTd fluxo de próton descendente por meio de F ü para formar u 
ligações íb&foanidro do ATI 1 , As atividades ATP smtetúãdoá e a 
ATPase residem na proteína F } (Fig. l2-3lc). 

Na metade da década de 19R0, tornou-se aparente que al- 
guns íumores poderiam ser marcada mente resistentes a vários 
compostos antí tumores, geral mente efetivos, A investigação re- 
velou que as membranas plasrnát iens desses tumores contêm um 
transportador dependente dc ATP que pode exportar muitas 
drogas diferentes, prevenindo seu acúmulo dentro das células 
tu mora is e seus efeitos inibitórios sobre o crescimento. Os trans- 
portadores de drogas são quimicamente não-semelhantes, mas 
geral mente hldrofóbicos. O transportador mui ti drogas respon- 
sável pela remoção dessas drogas do ei toso I da célula tu moral l 
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uma proteína integral (M r 170.000) com 12 segmentos trans- 
membrana e dois sítios de ligação do ÀTR A exportação de dro- 
gas é direcionada pela hidrólise do ATP. O transportador multi- 
drogas é também um canal iànico que espedficamente permite a 
difusão transmembrana do Cl" a favor de seu gradiente de con- 
centração; essa atividade é independente do ATP. Na fibrose císti- 
ca, doença genética, o defeito subjacente está no gene que codifica 
uma proteína transportadora de Cl", o regulador da condutància 
transmembrana da fibrose cística (CFTR, do inglês, “cystic^bro- 
sis nransmembrane regulator"), que pode ser relacionado ao trans- 
portador multidrogas das células tumorais (Adendo 12-3). 

Uma ATPase do tipo P catalisa 
o transporte ativo duplo de Na + e K + 

Em pratícamente toda célula animal, a concentração de Na' é me- 
nor na célula que no meio circundante, e a concentração de K + é 
maior (Fig, 12-33). Esse desequilíbrio é estabelecido e mantido por 
um sistema de transporte ativo primário na membrana plasmáti- 
ca. A enzima ATPase Na 'K, descoberta por Jens Skou em 1957, 
acopla a quebra de ATP à movimentação simultânea de Na" e K + , 
contra seus gradientes eletroqu (micos, Para cada molécula de ATP 
convertida em ADP e Pi, o transportador move dois íons K + para 
dentro e três íons Na 1 para fora, através da membrana plasmática. 
A ATPase Na + K" é uma proteína integral com duas subunidades 
(M, -50,000 e M t ~ 1 10.000) que atravessam a membrana. 


O mecanismo minucioso, pelo qual a hidrólise do ATP é 
acoplada ao transporte, aguarda determinação da estrutura pro- 
téica tridimensional; entretanto, o atual modelo de trabalho (Fig. 
12-34) supõe que a ATPase oscile entre duas formas; a forma 
fbsforilada (designada P-Enzu), com alta afinidade para K + e baixa 
afinidade para Na~,e a forma desfosforilada (Enzjbcom alta afi- 
nidade para Na 1 e baixa afinidade para K 1 . A conversão de ATP 
em ADP e Pj ocorre em duas etapas catalisadas pela enzima, 

(1) Formação da fosfoenzima: 

ATP ■+ Enzr — > ADP + P-Enzn 

(2) Hidrólise da fosfoenzima; 

P-F.nz.jt + H 2 0 > Em, - P, 

A reação final para estas duas etapas & 

ATP + H,0 * ADP + Pi 



Fluído actrocehikr [K 4 ! = 4 mM 

üu plasma sumgüínu» [Na 1- ] = 145mM 


Potencial de memlVranu 
5ü-7DmV 


* 3 Na" 

o 

ATPase Na 4 K' 


Figura 12-33 - A ATPase Na 4 K 4 . Nas células animais, este sistema de 
transporte ativo é responsável principalmente pela criação e manutenção 
das concentrações intracelu lares de Na' e K f e pela geração do potencial 
elétrico transmpmbrana. Ele faz isso pela movimentação de 3 Na 4 para 
fora da célula para cada 2 K 4 que entram. Q potencial elétrico é central 
para a sinalização elétrica nos neurônios, e o gradiente ae Na' é usado 
para impulsionar vãrios solutos contra a gradiente em uma variedade de 
tipos celulares. 

Jens Skou 


Figura 12-34 - Mecanismo postulado para o transporte de Na 4 e K 4 
pela ATPase Na 4 K 4 . (T) 0 processo inicia-se com a ligação de trés Na 4 a 
sítios de alta afinidade na svbunidade maior da proteína transportadora, 
na superfície interna (dtosóiica) da membrana. Essa mesma parte da su- 
bumdade maior também possui o sítio de ligação do ATP. A fosforilação 
do transportador altera sua conformação (Z) e diminui sua afinidade por 
Na" levando a (D liberação do Na 4 na superfície externa (extracelular). 
©O K 4 no lado de fora liga-se agora a sítios de alta afinidade ^a porção 
extracelular da sub unidade maior: © a enzima é desfosforilada, reduzin- 
do sua afinidade para o K"; e (§) o K 4 ê descarregado no lado interno da 
célula. A proteína de transporte esta agora pronta para um outro ciclo de 
bombea mento de Na" e K 4 . 

Pelo fato de três Èons Na H se moverem para fora para cada 
dois Sons de K~ que se movem pam dentro, o processo édetrogê- 
nico — de cria uma separação de cargas através da membrana, O 
resultado è um potencial transmembrana de -50 a -70 mV (inte- 
rior negativo em relação ao exterior), que é característico da maio- 
ria das células animais e essencial para a condução dos potenciais 
de ação nos neurônios, O papel central da ATPase Na^K* é refleti- 
do na energia investida nessa única reação; cerca de 25% da ener- 
gia total consumida no metabolismo de um homem em repouso. 




O transportador liga 3 Na' 
do interior da céluia- 


A frhsfnrilaçjo 
favorece F-Eítíí u . 


Interior 


O transportador 
libera 3 Na 1 
ao exterior e 
liga 2 K 1 do 
exterior da célula, 


3 Na 4 
K"© 


A defajfbr ilação 
favorece HnZ|. 


O transportador libera 
2 para o interior. 


Exterior 



Adendo 12*3 Um canal íònico defeituoso causa a fibrose cística 


A fibrose cística (FCl é uma doença hereditária hu- 
mana retal ivamen te comum c séria. Cerca de 5% 
dos americanos branco* são portador», possuindo 
uma cópia do gene íkfeilutnò e mitra normal. Ape- 
nas indivíduos com duas cópias do gene defeituoso 
apresentam m sintomas graves da doença: obstrução 
dós tratos gastraintratirul c rnpiraiõrkh, comuxneii- 
te levando a infecção bacterunj <lu vias arreas e à 
morte em consequência de imufioéncu nespiratnrU, 
antes da idade de 30 anex. Na FC. à fõru camada tk 
muco que normatmmte reveste as superfícies inter- 
nas dos pulmões é anomulmente espessa, obstruindo 
o eIlueo de ar e fornecendo um ancõuradouro para a 
fixação das bactérias patogênicos. pariicubrmenEe n 
Suipfn-lococtuf owttuí c a Pseudumonoí 

O gene defeituoso nos pacientes Com KC foi des- 
coberioem 1W9, Ele codifica uma proteína de mem- 
brana diam a da de regula dor da condutãncia trons- 
membrana da fibrose ci Mica, ou CTRE A análise da 
hidropatia prediz que a CTRF possui 12 hélices 
(ra ui membrana e é estrutural mente relacionada 
com os transportadores mu) ti d rogas dos tumores 
resistentes a drogas (Fig, 1). A proteína CTRF nor- 
mal provou ser um canal iònico específico para o 
CT, A atividade do canal de Cl aumenta grande - 
mente quando grupos fosforlla siTo transferidos do 
ATF para várias cadeias laterais da proteína, catali- 


sados pela proteína quinas*- dependente de cAMP 
{ Capitulo I3>. A mutação responsável pela FC em 
70% dos casos mui lã na dekção de um resíduo dc 
Phe na posição 508. que leva a proteína mutante a 
não se enrolar nem ve inserir corretamente tia mem- 
brana pLismãiKj Outras mutações produzem uma 
proteína que é inserida apropriadamente, mas nio 
consegue ser ativada pela fiWorílação. Hm cada caso, 
o problema fundamental e um canal de Q nác tun- 
cionaJ nas células epitdu.iv que revestem as cias aé- 
reas (Fig, 2í„ o imo digestivo e m glândulas «boi- 
nas f pâncreas, sudtmfcray duelos biliar» t vaso de- 
ferente L 

Normal mente, as cduUt epitelíais que revestem 
a superfície interna dos pulmões sccretam uma 
substância que prende e mata as bactérias, e os d- 
ltos da edulâs cpileliãis consiamefiiente arrastam 
para fora os restos resultantes. De acordo com uma 
hipótese, a atividade baclericida requer uma con- 
centração de NdCI rd ativa mente baixa. Nos porta- 
dores de FC, n defeito da CFTR no canal de CT 
resulta em um fluido de superfície contendo uma 
alta concentração de NaCI, e esse íluído é muito 
menos efetivo em matar cs bactérias, infecções fre- 
qüentes por bactérias, como o S. aureus e a E iterar- 
ginosa, progressivamente lesam os pulmões e re- 
duzem a eficiência respiratória. 



Figura 1 - Topologia do regulador da condutãncia transmpmbrami da fibrose cística, 
CFTR Há 12 hélices iransmembrana e três domínios funciona Imente sigmficantes es- 
tendidos a partir da superfície citosõlica: NBF. e NBFj são dobras de ligação de nudeotí- 
deos aos quars o ATP se liga, e um dominio reguíador (donrtlmo R) ê 0 sitio de fosforila- 
Ção pela proteína qumase dependente de cAMP As cadeias ohgossacarídeas são ligadas 
a vários resíduos na superfície externa no segmento entre as hélices 7 e B. A mutação 
que ocorre mais comumente levando á FC è a deleção de Phe- 1 , no domínio NBF, A 
estrutura da CFTR é muito semelhante â das transportadores molhdrogas dos tumores, 
desce tos no texto. 


Figura 2-0 muco que reveste a superfície dos pulmões 
aprisiona bactérias. Nos pulmões saudáveis, essas bacté- 
rias são mortas e arrastadas para fora pela ação dos cí- 
lios. Na FC, ü atividade báctencida é prejudicada, resul- 
tando em mfecçôes recorrentes e lesão progressiva dos 
pulmões 



O derivativo esteróide ouabaína (do somai i, waa hayyo » que sig- 
nifica “flecha envenenada”) é um potente e especifico inibidor da 
ATPâje Na’K\ A óuabaína e oiitm derivativo esteróide» digito- 
xigenina. são os ingredientes ativos da digita! ma, um extrato das 
folhas da planta dedsktm. A tUgiulina tem sido usada na medi- 
ana humana para tratar a insuficiência cardíaca congestiva, A 
ã&jçio do c fluxo de Na* pela digiulma leva a uma concentra- 
ção maior de Na* nas células.» ativando 0 contratransporte Na*- 
C* 2 ' no músculo cardíaco» O influxo aumentado do Ca 1 ’ por 
meio des» t ont ra transporte produz elevação de Ca í+ dlosõLco, 
que aumenta a contração do músculo cardíaco. 



Bombas de Ca 2 * direcionadas por ATP mantêm 
baixa concentração de cálcio no citosoJ 

A concentração ritosóLka de Ca ; * livte é geralmente de cerca de 
líJOnM» bem abaixo da do meto circundante» seja água de lago 
ou plasma sanguíneo, A ubíqua ocorrência de tos fatos inorgâ- 
nicos í P, c PP,) cm concentrações miUmo lares no dtosol neces- 
sita de uma baixa concentração citusólka» porque o íon fosfato 
te combina com o cálcio para formar fosfato de cálcio» relatlva- 
mente Insolúvel. Os íons cálcio são bombeados para fora do cí- 
tíjsol por um ti ATPase do tipo P» a bomba de Ca z+ da membrana 
plaamáiice» Uma outra bomba de Ca 1 * do tipo P no retículo 
endoplasm ático movimenta Ca I+ para dentro da luz do ER, uin 
compartimento separado do dtosol» Nos miódtos» o Ca í+ nor- 
malmrnte é seqüestrado em uma forma especializada do retícu* 
lc endoplasmático» chamada retículo sartoplásmico- As bombas 
de Ca 1 ' do retículo endoplá&mico c sarcoplá&tnico Í5ERCA» do 
inglês» "jarcoplasmk and endopfasmic irttculum CBldum") es- 
tio intimam ente relacionadas na estrutura e no mecanismo, c 
ambas são iníbid» pdo agente promotor de tumores, a tapsigar 
fina, que não afeta a bomba de Ca'* da membrana plasmitica. 

A bomba de Ca : * da membrana plasmitica e as bombas 
SERCA são proteínas integrais que oscilam entre duas confor- 
mações em um mecanismo semelhante aquele da ATPãse Na*K* 


{Fig. 12-34), A bomba de Ca 1 * do retículo sarcoplá&mko. que 
comprende 80% das proteínas naquela membrana» tem sido bem 
caracterizada céo protótipo para as bombas de Ca 2 * do tipo P, 
Ela consiste de um único poltpcpUdeo j M r - 100,000) que atra- 
vessa a membrana dei vexes. Um grande dominio cttosólko in- 
clui um sítio para a ligação do ATP e um resíduo Àsp» o qual 
sofre fosforilação reversível pelo ATP. A fosforilação favorece uma 
conformação com um sitio de ligação ao Ca 2 * de alta afinidade» 
exposto no lado dtosólko, e a desfosforiUção favorece uma con- 
formação com um sítio de ligação ao Ca 14 de baixa afinidade, no 
lado luminal, Como resultado das alterações ddicas na confor- 
mação» o transportador liga Cã 1 * no lado da membrana em que 
a concentração de Ca J * ê baixa e libera-o no lado em que a con- 
centração é maior. Dessa forma, a energia liberada pela hidrólise 
do ATP em ADP e Pi, durante um ciclo fosforUação-desfosfori- 
lação» direciona o Ca j4 através da membrana contra um grande 
gradiente eletroquímko. 

Gradientes iònicos fornecem a energia 
para o transporte secundário ativo 

Os gradientes ióniços formados pdo transporte primário de Na 4 
ou K' podem, eles próprios» fornecer a força dírecion adora para 
o transporte duplo de outros solutos. Muitas células contêm os 
sistemas de transporte que acoplam o fluxo espontâneo a favor 
do gradiente desses tons ao bombcatooiio simultâneo contra o 
gradiente de um outro íon» açúcar ou aminoácido ' Tabela 1 2-Sh 
O transportador gafaetosideo da E coii por exemplo» permite o 
acúmulo de lactose em níveis 100 vezes maiores que a concen- 
tração no me» de crescimento circundante (Fig. 12-35), A E ctííi 
normalmenfe possui um gradiente de prótons e carga através de 
sua membrana plasmai úa» produzido pdo metabolismo pro- 
dutor de energia; os prótons tendem a fluir de volta espontane- 
amente para dentro da célula a favor de seu gradiente efetroqui- 
mko. A bi camada de lipídio é impermeável aos prótons, mas o 
transportador de gakctosideo fornece uma via para a reentrada 
elo próton» e a lactose é simultaneamente transportada para den- 
tro da célula pelo co-transporte. O acúmulo endergónico da lac- 
tose é, portanto» acoplado ao fluxo exergòmco dos prótons; a alte- 
ração da energia livre global para o processo acoplado é negativa. 

Nas células do epitéJio intestinal» a glicose e certos aminoá- 
ddos são acumulados pelo co- transporte com o Na 1 » usando o 
gradiente de Na 4 estabelecido peJa ATPáse Na 4 K’ da membrana 
p] asm ática (Fig, 12-36). A superfície apical das células do epité- 
tio intestinal é coberta com microvitasidades longas e finas pro- 
jeções da membrana plasmática, que aumentam grandemente a 
im da superfkie exposta do conteúdo intestina]. Os co-trinj- 
poftadorcs Na 4 e a glicose na membrana plasmática apical cap- 
tam glicose do intestino em um processo direcionado pelo fluxo 
de Na*, a favtir do gradiente: 

2 Njfen + JjIlLlMÉfc,» ► 2 + tktGittnu 


^beU 1)4- Sistemas de transporta duplo direcionados pelos gradientes de Na* ou K* 
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Figura 12 35 - Capitão de Eaciose n* f co/i («j O transporte prmâ- 
no úe tr p*ra fora oa cei jU. áreoonado p tü ondação de uma vaneda- 
de d? COrtibuííívfiSv estabelece tanto um g rad*eme d» prótons como u*n 
potencBl etwrico (tntenor negalivol por meio da membrana O transpor- 
te ôlivü secixidaro da lactose pãra dentro da céMa envolve o cn-trans- 
porte de H' e lactose peto transportador galactoadeo A captação da 
lactose contra o seu gradwnle de concentração é intmrnente depen- 
dente desse mfluso de H\ direcionado pelo gradiente eteiroquiniico 
(b) Quando as reações oxidatrvas produtoras de energia do metabolismo 
são bloqueadas pelo cianeto (CM"i o transporia dor galactosldeo permite 
o equilíbrio da lactose dentro e fora da célula pelo transporte passivo. A 
linha tracejada representa a concentração da lactose no mei o circunda nle 
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Figura 12-36 -Transporte da glicose nas células epitelials do Intes- 
tino A glicose e transportada junta mente com o Na h através da mem- 
brana plasmãlica apical para dentro da célula epilelral. Éla se movimenta 
dentro da célula até a superfície basal, na qual passa para o sangue via 
GluTÍ. um transportador passivo da glicose A AJPase Ma*K* contrnua a 
bombear Ha" para lora. para manter o gradiente de Ma 4 que direciona a 
captação de glucose 


A energia requerida para esse processo vem de duas fontes: a 
maior concentração de Nj ' do Lado de tora que do de dentro (o 
potencial químico) e o potencial Hansmembrana Co potencial 
elétrico), que é negativo int irmamente e, portanto, puxa o th" 
para dentro, O potencial eictroquímico do Na* é: 

Ati = ETIn **** ^ +«JAf 
ÍN* 


onde n = 2, cu número dc íons Ma T transportados juntamente 
com a molécula de glicose. Considerando o potendsü de mem- 
brana típico de ~50mV* uma | Na* 1 intracelular de 1 2mM e uma 
3 Na' S extraceiular de l4SmM, a energia, AC, tomada disponí- 
vel como dois íons Na\ que reentram na célula, e -25kL sufi- 
ciente para bombear a glicose contra um grande gradiçnlr de 
concentração. 


AG = -25k| = HT tn 


|glicweJ jn ,i B , 

íglico5cj ílfni 


[g]lcose| fllít 
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Ou seja, o transportador duplo pode bombear glicose para den- 
tro até que sua concentração dentro da célula cpiteiúL seja até 
JÜ.OÜO veies aquela no intestino, A medida que a glicose é bom- 
beada do intestino para dentro da célula epitdial na superikie 
apical, da e simultaneamente transportada da céfula para o un- 
gue pelo transporte passivo por meio de um transportador de 
glicose íGluT2) na superfície bua! { Fig. 12-36). O papei crucial 
do Na* nos sistemas de co-transporte e contratran^jorte, corno 
esses, requer o bombea mento continuo do Na 4 para fora, para 
manter n gradiente traromcmbfaria de Na*. 

For causa do papei essencial dos gradientes lúmcos no trans- 
porte ativo e na con servação da energia, compostos que coiip- 
vam os gradientes tónicos através da membrana celular são ve- 
nenosos, e aqueles que são específicos para os microrganismos 
infecciosos podem servir como antibióticos. A vjlímmidna i 
um peptideo cícjico pequeno, que circunda o K 4 e neutraliza 
sua carga positiva (Fig. 12-37), O peptideo então age como urna 
via de mão dupla, transportando o K' através da membrana a 
favor do seu gradiente dc concentração e reduzindo aquele gra- 
diente, Compostos que conduzem íons através da membrana 
dessa forma são chamado* de ionòforos, literalmente "portado- 
res de tons" Tanto a valinomidrta como a monensina (um ionó- 
foro que carrega Na*) são intih iétimt, elas matam as células 
microbianas rompendo seus processos transportadores secun- 
dários e as reações conservadoras de energia. 


Canais iómtos sí letivos permitem a rápida 
movimentação de íons através das membranas 

Reconhecido primeiro nos neurônios e agora sabidamente pre- 
sentes nas membranas plasmáttcas de todas as células, bem corno 
nas membranas intracelulares dos tucariotos, o canal iónko se- 
letivo é um outro mecanismo para a movimentação de íons inor- 
gânicos através da membrana. Os canais tónicos determinam a 
permeabilidade a íons específicos da membrana pl asmática e, 
juntamente com as bombas como a ATPase Na*K\ regulam as 
concentrações citosólicas dos íons e o potencial da membrana. 
Nos neurônios, alterações muito rápidas na atividade dos ca- 
nais tónicos induzem alterações no potencial de membrana — 
os potenciais de ação — - que transportam sinais de uma extre- 
midade de um neurônio para a outra. Nos miúcitos, a rápida 
abertura dos canais de Cr 1 * no retfcuio sarcoplasmitico libera 
Cã'' o qual desencadeia a contração muscular. Discutiremos as 
funções de sinalização dos canais tónicos no Capitulo 1 3. Aqui 



Ftçura 12*17 - Valirwniãna, um tonàtom ptptidn que l*ga K’ 

Nesta imagem. ião mostrada* como *** trampafíni* as superíc** de 
conttmg, através das qua* i*na estrutura de varata do pfptKíeo # um 
JtffTio de K" (vente) são wsíven, Os átomo* de o»qénó frffmetio) que 
igam K* são pane de uma cav dade hdraf dcj cenu aJ As cadeias Vieras 
dos airsroàçidc» bkirafàtokai íamareto) cobrem o lado de fora da aviè* 
cuia FNo fato de o exwneir do comptao vdtnorricfta-íK.’ «f hdroíofc*- 
o com^aa ie Afunde atrais <ta membrana. transportando tt* a 
fwx de seu ^adienté de concentração A r«ti**arw dssçaçio do &*- 
dente ôneo íransmembfiíia mata as téUa* mcroixárías tornando a 
v^romicna; um potente anHfc»ôI<o 

descreveremos as bases estruturais da função do ca rui tônico, 
usando como exemplo um canal bactenano de K‘, o canal ióni- 
oo do receptor da acetikohna t o< canais de Ma' dependentes de 
voltagem dos neurónins. 

CanaLs iómoo» se distinguem dos transportadores de íons 
em. pelo menos» Irfs maneiras. Primeiro, a velocidade do íluxo 
através dos canais pode ser dc vária» ordem de grandeza maior 
que o número de renovação para um transportador — 10" a 10* 
tons por canal por segundo, próximo da velocidade máxima teó- 
rica para a difusão irrestrita. Segundo, os canais tônicos não são 
saturáveis; suas velocidades nio se aproximam de um máximo a 
altas concentrações de substrato. Terceiro» eles sàa "dependen- 
tes” — abertos ou fechados em resposta a algum evento celular. 
Nos canais dependentes de líganle íqüc são oligoméricos em 
geral), a ligação de alguma pequena molécula ntncdultr ou 
intracelular força uma transição alostéríca na proteína» que abre 
ou fecha o canal. Nos canais iônfcos dependentes de voltagem» 
um domínio protéico carregado se move cm relação à membra- 
na em resposta a uma alteração no potencial elétrico transmem- 
bruna, induzindo o canal iftnico a íé abrir ou se fechar. A depen- 
dência quer de ligantes quer de potencial de membrana pode ser 
muito rápida. Um canal típico se abre em uma fração de Imílis- 
segundo e pode permanecer aberto por apenas milissegundos, 
tornando esses dispositivos moleculares efetivos para a trans- 
missão de sinais muito rápido» no sistema nervoso, 

Á estrutura de um canal de K* mostra 
a base de sua especificidade lônlca 

A estrutura de um canal de potássio da bactéria Strtptomyces 
htjáam, determinada por cristalografia de raios X em 1998, for- 
nece muitas informações sobre a maneira como funcionam os 


canais iònícos. Esse canal tônico bactéria no é relacionado em 
sequência a todos os outros canais de K + conhecido» c funciona 
como protótipo para taU canais, incluindo o canal de potássio 
dependente de voltagem dos neurônios descritos no próximo 
capítulo. Entre os membros dessa família protéico. as semelhan- 
ças em sequência sio maiores na "região do poro*, que contém o 
filtro de seletividade iôiúca que permite ao K* (raio 1,3 3 A) pas- 
sar 10.000 vezes mais facilmente que o Na' ( faio 0.95 Al, a uma 
velocidade (cerca de 10* íons por segundo) que se aproxima do 
limite teórico para a difusão sem restrições. 

O canal de ÍC consiste de quatro subuti idades idênticas qür 
atravessam a membrana e formam um cone que circunda o 
canal tónico, com a extremidade maior deste voltada para o 
espaço extraceluíar (Eig. 12-381. Cada subun idade possui duas 
a-hélices transmemhrana» bem como uma terceira hélice curta 
que contribui para a região do poro. O cone externo é formado 
por uma das hélices trammembrana de cada subunidade. O cone 
intenso, formado pelas outras quatro hélices transmemhranj, 
circundam o canal iônico e dão origem ao filtro de seletividade 
tónica. 

Tanto a especificidade sónica como o alto fluxo através do 
canal são compreensíveis a partir da estrutura do canal- Nas 
superfícies interna c externa da membrana pksmátka. as en- 
tradas do canal possuem vários resíduos de amintiácidoa car- 
regados negativa mente, que presumivelmente aumentam a 
concentração local dos cátí ons como o K* e o Na\ A via iôm- 
ca através da membrana inicia-se ( na superfície intenta) como 
um canal largo e cheio de água no qual o ion retêm sua esfera 
de hidratação. Uma próxima estabilização é fornecida pelas 
a-hélices curtas na região do poro de cada suhumdade , com as 
seus carboxiterminais e as cargas negativas pardais associados 
apontando ao K’ no canal. A cerca de dois terços do caminho 
através da membrana» esse canal se estreita na região do filtro 
de seletividade» forçando o íons a desistir de suas moléculas de 
água de hidratação. Os átomos de oxigénio da carbonila no 
esqueleto do filtro de seletividade substitui as moléculas de água 
na esfera de hidratação do K\ formando uma série de camadas 
de coordenação perfeita através da qua! o X' se move- Essa in- 
teração favorável com o filtro não é poflafvd com o Na 1 , que é 
muito pequeno para fazer os contatos com todos os potenciais 
oxigénios ligantes. A estabilização preferencial do K" é a base 
para a seletividade iônica do filtro» e mutações que alteram re- 
síduos nessa parte da proteína eliminam a sdetivtdade íònica 
du canal. 

Os íons K" passam através do filtro em fila única. Na estru- 
tura cristalografia, dois íons K 4 são visíveis, um a cada extre- 
midade do filtro de seletividade, separados cerca de 7»5Â. Sua 
repulsão eletrostática mútua parece balancear a inlcraçáo de cada 
um com o filtro de seletividade e os mantém movimentando -se 
rapidamente. 

Outros canais de K 4 sào semelhantes em sequência e, presu- 
mivelmente» em estrutura e mecanismo ao canal de K 1 do & íi- 
uidíJrts. Por exemplo, o produto do gene Shaker. que é um canal 
de K" em drosófila e os canais de K' do nematódeo Caenorhab- 
ditis eiegans , o protozoário cíliadu Paramecium e a planta ArnJU- 
dopsis thalwttQt todos possuem seqüências multo semelhantes 
àquela da região do poro do canal de K + de 5, íividans. Além 
disso, as seqüênrias de aminoáddos dos canais de K 1 e Na H su- 
gerem que eles também compartilham alguma semelhança es- 
trutural e fundoattl com o canal de K l bacteriano. A determina- 
ção dessa estrutura do canal foi, portanto, um marco na bioquí- 
mica do canal. 
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Figura 12-38 - Estrutura do canal de K' do $ trtptomyces trvidãni a> Visto no plano da membrana, o canal tornsie de mo hélices trammwy 
brana idua^ de cada quatro subunjOadev idèoiitas), lormando um cone com sua extremidade larga na dveçSo do espaço extraceiular As hei £ rs 
internas do cone i colori das brilhantes) nevesiem o canal transmembrana. e ás hélices externas inie ragem tom a camada lipídea. Segmentos curtos 
de cada subunidade convergem na eternidade aberta do cone para faiei um filtro de seletividade. (bJ Esta vista é perpendicular ao plano da 
membrana e mostra as quatro sub unidades arranjadas em volta de um canal central suficientemente largo para passar um único ion K*. Qs 
oxigénios carbonila no esqueleto peptld«ca se projetam para dentro do canal, «nieraginda com um ion K 1 que passa, estabiliza ndoK>. Esses liganiei 
estão perfeitamente posicionados para interagir com o IO, mas não com os lons Na + , menores. Essa mleração preferencial com o K A é a base para 
a seletividade do canal iônico.. {c) Secção transversal mostrando o canal relaTivamente largo e preenchido tom igua no lado citosólica {pontos 
Nesta regilO. um ion K* (verde) ê estabilizado pela hidratarão e peias cargas negativas das extremidades carboxitermínais de hélices cortas que se 
projetam das quatro subunidades. O canal se estreita no filtro de seletividade, no qual a água de hidratação e tirada do K f e substituída petos 
oxigénios tardam las do filtro de seletividade. 


O receptor de acetilcolina é um canal iônico 
dependente de um ligante 

Um outro canal iônico muito bem estudado é o receptor nkotí - 
nicu dá acetilcolina, que é esséndál na pi&sagem de um sinal 
elétrico de um neurônio motor até uma fibra muscular na jun- 
ção neuromusctilar (sinalizando ao músculo para contrair), ( Re- 
ceptor?? nkotí meos foram ohgirulmente distinguidos dos re- 
ceptores muscarinicos pela sensibilidade do primeiro à nicoti- 
na. r do último ao akalôide do cogumelo a mu&canna.) A 
acetiknlina liberada pejo neurônio motor difunde-se uns pou- 
cos micTÔmelros até a membrana plasmál ka de um mi Deito, na 
qual se liga ao receptor da acetilcolina. Isso força a uma altera- 
ção no receptor, induzindo o canal intrínseco do receptor a se 
abrir, A movimentação resultante de cargas positivas para den- 
tro da célula despolariza a membrana plasmática do miódto, 

CH^c/ 

D — CHi — 'CHj;— — CH> 

Íh, 

Acclikolina 


desencadeando á contração. O receptor da acetilcolina ptrmttt 
que Na% Ca'* e K" passem com igual facilidade, mas outros ci- 
tiara e todos os amora vh> incapaz» de passar, 

A movimentação de Na" atmvés de um canal iònko recep- 
tor da acetilcolina é msaturivd ( sua velocidade é proporcional 1 
concentração extraceluiar do N*’ ) e muho rapida — cerca de 
2*10 k>ns por segundo em condições fisiológica?. 

Esse canal receptor é lipko dc muitos outros canais tônico* 
que produzem ou respondem a sinais elétricos: ele possui uma 
“cm rada" que se abre em resposta à estimulação pela acelilcofi- 
na e um mecanismo de tempo intrínseco que fedia a entrada 
depois de um segundo. Assim, u sinal acetilcolina é inimhôrio 
— uma caracterísika essencial para a condução dn sinal elétri- 
co, As alterações estruturais subjacentes ã abertura no receptor 
da acetilcolina são conheci da a, mas o mecanismo dc "dessensi- 
bilização”— de fechamento da entrada mesmo na presença con- 
tinuada da acetilcolina — não é bem conhecido. 

O receptor nicotínko da acetilcolina {estruturai e funcional - 
mente distinto dos receptores muscarinicoâ da acetilcolina) é com- 
posto de cinco subunidades: cópias únicas das subunidades (k y, 
tò.í duaa subunidades a idênticas, cada uma com um sitio de 


ligação à acetilcolina, Todas as cinco subunidades são relaciona- 
das em seqüência e na estrutura terciária, cada uma possuindo 
quatro segmentos helicoidais transmembrana (Ml a M4) (Fig> 
I2-3S&). As cinco subun idades envolvem um poro central, que é 
revestido com suas hélices lM 2. O poro tem cerca de 20Â de largu- 
ra nas partes do canal que se projetam nas superfícies citosóiicas e 
extracelulares, mas se estreita à medida que atravessa a bicamada 
lipidica, Próximo do centro da bicamada está um anel voJumoso 
hidrolbbico das cadelas laterais de Leu das hélices M2, posiciona- 


das tio juntas que previnem a passagem de íons através do canal. 
Alterações conformacionais alostéricaí induzidas pela ligação da 
acetilcolina às duas subunidades a incluem uma leve torção das 
hélices M2 (Fig. l2-39b) h que puxa essas cadeias laterais hídrofó- 
bicas do centro do canal e o abre à passagem dos íons. 

Com base nas semelhanças entre as sequências de aminoá- 
cidos de outros canais lónicos dependentes de ligantes e o recep- 
tor da acetilcolina, os canais receptores que respondem a sinais 
extracelulares do ácido Y-aminobutírico (GABA), glidna e sero- 
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Figura 11-39 - Estrutura do canal iõnico do receptor da acetilcolina. (a) Cada uma das cinco subunidades (obpytí) possui quatro hélices trans- 
membrana, Ml a M4. As hélices M2 são antipáticas, as outras possuem principal mente resíduos hidnofóbicos. As cinco subunidades estão arranjadas 
em volta de um canal transnnembrana central, que é revestido com os lados polares das hélices M2. No tooo e no fundo do canal estão anéis de 
resíduos de ammoácidDs carregados negativa mente, Próximo do meio da bicamada, cinco cadeias laterais de Leu [uma para cada hélice M2) se 
projetam para dentro do canal, constnngmdo-o a um diâmetro tâo pequeno, insuficiente para permitir a passagem de ions como Ca J \ Na* e KL [b) 
Esta visáo do topo de uma secção transversal que passa pelo centro das hélices M2 mostra o bloqueio do canal pelas cadecas laterais volumosas de Leu. 
Quando amoos os sítios do receptor da acetilcoiina tum de cada lado da sub unidade ot) sao ocupados, ocorre urna alteração conrórmacional. À medida 
que as hélices M2 se contorcem leve mente, os cinco residuos de Leu rodam para fora do canal e são substituídos por resíduos polares menores, Esse 
mecanismo de entrada abre o canal, permitindo a passagem de Ca 2 ", Na* ou K + , 


itirüna hào classificados cm uma super tanúl ia de receptores da 
acelikohna e provavelmente compartilham a estrutura tridimen- 
sional r os mecanismo* de abertura. Os receptores do GABA e 
da glkina são cariais an tônicos específicos para Q“ ou HCO*. 
enquanto o receptor da senotonina é cii lon-especibco. As subu- 
n idades de cada um desses canais, da mesma forma que dos re- 
ceptores de acelikohna, possuem quatro segmenlm helicoidais 
transmembrana e formam canais oligoméricos. 

Uma segunda classe de canais iônicos dependentes de lígan- 
les responde a ligantes intracelulares guamosina mononucleotí- 
dicá dclica 3', 5 r (cGMP) no olho dç vertebrados, cGMP e cÁMP 
nos neurônios olfativos e ATP e inositol í *4,3-1 rí fosfato f I P% ) 
em muitos tipos celulares. Esses canais são compostos de subli- 
midades múltiplas, cada uma com .seis domínios helicoidais trans- 
mcmhrana. Discutiremos esses canais no contexto de suas fun- 
ções sinalizadoras no Capitulo i 3. 

O canal neuronal de Na" é um canal tónico 
dependente de voltagem 

Os cama is de Na 1 nas membranas plasmai i ca s dos neurônios e 
dos miòdtos do músculo cardíaco ç esquelético sensor iam gra- 
dientes elétricos através da membrana c respondem ah rindo-se 
ou fechando- se, Esses canais tónicos dependentes de voltagem 
sáo tipicamente muito mais sensíveis ao Na* que a outros cáti- 
ons mono ou divalemes (ÍOÜ ou mais vezes) e possuem uma 
velocidade de fluxo muito alta {> 10 fons por segundo), Nor- 
nulmente, na conformação fechada. OS canais de Na" sio ativa- 
dos (abertos) pda redução no potencial elétrico transmembra- 
na. Eki, então, sofrem uma inatjvjçào muito rápida. Denlro de 
mili^segundos de abertura, os canais se fecham e permanecem 
inativos por muitos milissegundos, A ativação seguida pt]a ina- 
tiva çào dos canais de Na 1 é a base da sinalização por neurônios 
(Capítulo 13), 

Ü componente essencial dos canais de Na é um único c gran- 
de polipeptídeo ( 1 .840 resíduos de armrtaáddos) organizado em 
quatro domínios ÍEig. 12-40} agrupados ao redor de um canal 
central, fornecendo uma via para o Na‘ através da membrana. 
Aquela via é tomada Na’ especifica por uma 'região do poro' 
composta de segmentos entre as hélices transmembran* 5 é ô de 
cada domínio, que sé dobra dentro do canal, A hélice 4 de cada 
domínio possui uma alta densidade de resíduos carregados po- 
silivamenlt Acredita -se que esse segmento se mova para dentro 
da membrana em resposta a alterações na voltagem traiuraenv 
bruna, a partir do potencial de repouso de cerca de -&0mV (in- 
terior negativo) a cerca de +30mV, A movimentação da hélice 4 
desencadeia a abertura do canal, e isso i ú base para a abertura 
pela voltagem. 

Acredita- se que a mativação do canal ocorra por um meca- 
nismo ík beda -encadeia, Um dominfo pmtéico na superfície cíto- 
sõlfcca do canal de N a ' > chamado de inativação da ent rada I a bola ), 
c amarrada ao canal por um segmento curta do polípepndeu (a 
cadeia} í Fig. 1 2-40b). Esse domínio é livre para se mover quan- 
do o canal esta fechado, mas, quando efe se abre* um sitio na face 
interna do canal lorna je disponível para se ligar à boia amarra- 
da, bloqueando o canal. O comprimento da amarra parece de- 
terminar quanto um canal iônico permanece aberto; quanto 
maior a amarra, maior o período de abertura, A inativuçãcj de 
outros canais iônicos pode ocorrer por mecanismo semelhante, 

A função canal iònico è medida eletricamente 

Um único canal iônko tipicamente permanece aberto por ape- 
nas uns poucos milissegundos, além do limite da maioria das 
medidas bioquímicas. Fluxos tônicos devem* portanto, *éf me- 


didos ele [ricamente, ou como alterações na V m (na ordem de 
milissegundos} ou como correntes elétricas I f na ordem de mi- 
croamperes ou picoamperes), usando microélétrodos e amplifi- 
cadores apropriados ( Híg 12-41). O pmçamentD da membrana 
("patch-clamping"), uma técnica, na qual correntes muito pe- 
quenas são medidas dentro de unta regiáo numiscula da super- 
fície da membrana contendo apenas uma ou umas poucas mo- 
léculas do canal iònico, revela que 1 0* íons podem mu ver- se atra- 
vés de um único canal iònico em um milissegundo, Isso 
representa uma imensa amplificação do sinal inicial; para o re- 
ceptor da scetikolina, por exemplo, o sinal pode ter sido apenas 
umas poucas moléculas de aceükolma. 

Canais iõnicos defeituosos podem apresentar 
consequências fisiológicas surpreendentes 

A importância dos canais tónicos para m processos fisiologicos 
é dara a partir dos efeito* das mutações em proteínas espedfic« 
de canais tónicos. Defeitos genéticos nos canais de Na" depen- 
dentes de voltagem dos miédtos da membrana plasmiticl re- 
sultam em doenças nas quais os músculos são, periodicamente, 
ou paralisados (como na paralisia periódica hipercalêmica) ou 
rígidos (como na param íotonla congénita}. Como assimilado 
anteriormente* a fibrose dstica é o resultado de uma mutação 
que altera um aminoácido na proteína CFTR, um canal iônko 
de cloreto. O processo defeituoso aqui nio é a nraroíransmis- 
são* mas a secreção por variai células de glândulas exúeri nas cujas 
atividades são ligadas aos fluxos do ion O . 

Toxinas que ocortem naturalTTietUe çom frequência agem 
sobre os canais iônko*. c a potência dessas toxinas ilustra * im- 
por li neta da fonção normal do canal tônko. A tetrodoiumu 
(produzida pelo peixe -boi a, Spheroideí rubripes) e a saxiloxina 
(produzida pelo dinofiagrkdo marinho CiíJn^íJultix, que causa o 
fenômeno ocasional das “marés vermelhas’ 1 ) são venenos que 
agem pela ligação aos canais de Na 1 dependentes de voltagem 
dos neurônios, prevenindo os potenciais de ação normais, 0 
peixe bola é um ingrediente da guloseima japonesa "fugu”. que 
deve ser preparada por chefes especial mente treinados para se- 
parar a porção suculenta da do veneno mortaL Comer moluscos 
que se alimentaram de Gortyaulax pode também set fatal; os 
moluscos não são sensíveis à saxitorina, mos concentram- na cm 
seus músculos, o* quais se tornam alta mente venenosos para os 
organismos situados acima na cadeia alimentar. O veneno da 
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Figura 12-40 - Caruii de Na" dos neurônios abertos por voltagem Gs canais de súdio ckn vâros teodos e organismos 
possuem uma variedade de subunidades. mos apenas a sub^alade pnncipal (a) e essencial 4a) A subumdade a è uma grande 
proteína com quatro domimos homóSogos <i a íVf, cada um contendo sen hélices irammembr ana A héke 4 em cada domínio tarJi 
è o sensor da voltagem, a hélice & (laranja)' atredt.i-se que seja a ativação da entrada. Os segmentos entre as hélices itt.d região 
do poro (vermelho), formam o fiftro da seletividade, e o segmento conectando os domínios III e IV (verde) è a matfvação da entrada. 
{b) Os quatro domínios sáo arranjados em votta de um canal transmembrana central revestido com resíduos de aminoacidos polares. 
Os segmentos unindo as hélices S e 6 (vermelho) em cada domlmo chegam juntos próximos da superfície extracelJar para Fgrmar 
o filtro de seletividade, que é conservado em todos os canais de Na 1 0 filtro da ao canal a sua habilidade de discriminar entre u Na ' 
e outros íons de tamanho semelhante A mativaçâo da entrada (verde) w fecha (linhas Tracejada 1 ,) loqo depois que que a ativação da 
entrada se abre. (c) Mecanismo sensível â voltagem envolve a movimentação da hélice 4 (aiíul) perpendiculaT ao plano da membrana 
em resposta a uma alipràção no potencial lran smémbrana. A carga (bftcmcntí positiva na hélice 4 permite que ela seja puxada para 
dentro em resposta ao potencial de membrana negativo no interior {V„) A despofari&çío dímmui esse puxamento e a hélice 4 
relaxa movimeni ando-se para fora Esse mcvimeulo e comunicado A ativação da entrada Garanta), induzindo alterações conforma- 
cenas que abrem o canal em resposta A despolarização 
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Figura - Medidas «íétrkas d* função canal limito A 'ãirvtdate' de um tanal tónico e esurnadâ peta me^da óo flt»o de loro 

atovét oeíe. usando a lecnica de pmçamenio da membrana Uma nmtroopet* * çwçsyonada contra uma superHoe da célula. e a pressão 
negativa na pipeia é usada para lormar um seio de ptçssâo entre a pipeta e a membrana. Quando a pipeta « pulada da célula, ela arrasia 
consigo um minúfCUtó pedaço de membrana (que pode conter um ou uns poucos canais tónicos). Quando a prpela e o pedaço de 
membrana ligado Uq colocados em uma soluçSo aquosa, a atividade do canal pode ser medida como a cornente elétrica que flui entre os 
conteúdos da pipeta e da solução tónica. Na prática, um circuito é montado, o qual fixa o potencial transmembrana em um certg valor € 
mede a corrente que deve fluir para manter essa voltagem. Com detectores de corrente alta mente sensíveis, os pesquisadores podem 
medir a corrente fluindo através de um único canal itómco, tipicamente uns poucos picoampçres O traço mostrando a corrente como 
função tfo tempo (em milissegundOSJ reveta quanto rápido o canal se abre e f«ba, quanto frequentemente elé lé abre, e por quanto 
tempo ele permanece aberlo Mantendo a em diferentes valores pemnlé-sé uma deférnunaçAo do efeito do polenctal de membrana 
nesses parâmetros da I ..rção do canal 


serpente numfj prcia contém a dendro toxina, que interfere nos 
canais de K" dependentes de voltagem* A lubocurarirta, ti çom- 
poncnie ativo do curare [usado como veneno das flechas no 
Amazonas), e duas outras toxinas de venenos de serpentes, co- 
bminxina e bungarnioxitia. bloqueia in o receptor da acetikoli- 
na ou previnem a abertura de seu canal ítónico. Ao bloquear si- 
nais dos nervos aos músculos, todas essas toxinas causam para- 
lisia e possivelmente morte. Do bdo positivo* a afinidade 
fíUremantcnte alta da bungarotoxina para o receptor da acetil- 
coíina {Ki - 10" ,5 Mí provou-se üti! quando a toxina mateada 
radiou ivamente foi usada para quantificar o receptor durante 
sua purificação. 


I 
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As po rinas são canais transmembrana 
para moléculas pequenas 

Ma membrana externa da parede celular de bactérias granvnr- 
galivus como a £ coli, canais proteicos, chamados dc porinas, 
permitem a passagem de moléculas muito maiores do que os 
íons, mas pnr um mecanismo mais semelhante a um canal de 
entrada do que a um transportador. A porina FhuA ( Fig. IMS) 
funciona na £ rafr para trazer ferro (na turma de queíato do 
íerricromo) a partir do meio extracdular através da membrana 
externa da parede pari dentro do espaço peripLasmitico ( Ms 
bactérias gram- negativas* o periplasma é o material entre n 
membranas ir terna — plasmática — ç externa). FhuA é com- 
posta de um grande domínio de 22 fitas de barril p de cerca de 
560 resíduos e um domínio cortiça arnirmierminal de IfeO resí- 
duos, que normalmenle obstrui o barri I c mantém o canal fe- 
chado (Fig. 12-42), Ligando o complexo ferrkromo a um sítio 
específico na superfície externa da parede celular desencadeia -se 
uma alteração alostérica que move o íerricromo para deritm do 
barril e permite a interação da proteína FhuA com as proteínas 
da membrana interna e do periplasma. Lssa interação move a 
cortiça para fora do barril e permite a passagem do feimran» 
através Jo canaL Com o esvaziamento Jo sitio de ligação do fer- 
ncromo, os alterações são reversos e o cariai se fecha. 


Qoflrtn dc D-mhoçufífiru 
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(a} (b) 

Figura 12-42 - Estrutura da FhuA, um transportador de ferro da E. co/f. Essa proteína da membrana externa da parede da 
£. co/f transporta ion ferro para dentro da célula na forma de um quelato femciomo-ferno. A Figura 12-18 mostra uma representa- 
ção em fita da proteína vista paraielamente h membrana. Aqui vemos (a) um modelo em fita e (b) um modelo espaço-cheio, vistos 
perpendicularmente â membrana As 22 fitas do barril p {cinza) são vistas como uma pipa vazia, fechada em uma extremidade pelo 
domínio cortiça (vermelho). A ligação de uma molécula de ferricnomo-ferra em um sitio especifico na superfície externa da FhuA 
direciona uma mudança conformacional que ajuda a mover o tampSo do canal; o ferricromo-ferro move-se então através do canal, 
e o transportador reassume a sua conformação fechada. 


Os sistemas de transporte discutidos neste capítulo sao resumidos na Figura 1 2-43. 



Transporte iõnico 
mediado por 
íonóforo (g favor 
do gradiente 
eletrnqulmko) 


Difusão simples 
(compostos não -polares 
apenas, a favor da 
concentração do gradiente) 


Canal iônico 
ía favor do gradiente 
eletroquJmico; pode 
ser aberto por um 
ligante ou fon) 


Q 

lon 


a 

ton 

Transporte ativo 
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seu gradiente) 
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primário (contra 
o gradiente 
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Figura 12-43 - Resumo dos tipos do transporte 


As membranas bk>4Ógicas tio çwen ciari par» a vida. 
El as definem os hnutcs celulares, dividem a* células 
em compartimentos discreto». organizam sequên- 
cias de reações complexas e atuam na recepção de 
sinais e nas transformações de energia r Ai membra- 
nas sàü compostas de lipídios e proteínas, em com- 
binações variáveis que süu específicas para cada es- 
pécie» tipo celular e organela. O modelo do mosai- 
co fluido descreve algumas cáraaeristici» comuns 
a iodas, as membranas biológicas, A bicamada tipi- 
dica t a unidade estrutural básica. As Cádnat de Si- 
ties grau u dos foi fbl iptdio» e o riudeo esteró ide dos 
estemri estão orientados para o interior da bicama- 
da. suas interações hidrufòbkas estabilizam a btea- 
mada, mas permitem que a estrutura seia 1k-\ivd. 
Qs lipídios c a maioria das proteínas são livre» para 
se difundirem lateral menu- drnlro da membrana, e 
as porções hidrofóbíeas dos lipídios sofrem uma 
rápida movimentação térmica, tornando o interior 
da bicamada fluido. A fluidez é afetada pela tempe- 
ratura, composição de ácido* graxos e conteúdo em 
estcroS- As células regulam suas composições em li- 
pídios parj manter uma fluidez constante guando 
as circunstâncias externas v alteram. 

As proteína» periféricos da membrana estio frmi 
xamefHe associadas com a membrana, por meto de 
interações t-ieircsst áticas e pontes de hidrogénio ou 
por iflcont li pí dicas cova] eni emente ligadas, Pro- 
teínas integrais assodam-sc firmemente cum as 
membrana» por interações hidrofóbicas entre n bi- 
cam ada lipldiça e as cadeias laterais de seus amiriu- 
ácidos não -polares» as quais estão orientadas para o 
exterior da molécula da proteína. Algumas pfutri- 
nas <9e membrana atravessam a bicamada lipidica 
varia* vezev com seqüéncias hidrofóbicas de cerca 
de 20 resíduos de arninoicickH formando a -hélice» 
t rans memb r ana. Tais seq uérx ias h idiolbb i ca\ detec - 
latias na* estruturas primárias das proteínas podem 
ser usada s para predizer a estrutura secundária e a 
disposição transmembrana dessas proteínas, barris 
com múltiplas fitas [3 são também comuns nas pro- 
teínas integrais de membrana. 

Üs lipídios e as proteínas de membrana estão in- 
seridos na bi camada com ladeamento específico; 
dessa forma» membranas sào estrutural e funcional- 
rtientc a^imêtricas. Muitas proteínas de membrana 
contém polUsacarideus de varnw graus de comple- 
xidade ligados covalen teme n 1 c. As ghcopm tema\ da 
membrana pLasmática esíáo *empre orientadas com 
o domínio contendo o carboidrato na superfície 
extracd uiar, Uma variedade de proteínas medeiam 
a fusão de duas membranas, que acompanha pro- 
cessos como a endocitoie e cjcocítose. A fusão re- 
quer Intima aposição de duas membranas e .1 rup- 
tura local das bkamadas li pi dicas, ambos os pro- 
cessos atribuídos a proteínas de fusão chamados de 
SNAREv 

A bicam ida lipidka é impermeável a substâncias 
polares. A égua é uma exceção importante; ela é ca- 
paz de se difundir passivament* através da bkama- 


da. As células que requerem grandes fluxo* de água 
possuem caruis especifico» de água chamados dc 
aquaporinas em suas membranas plasmaiicas. Ou- 
tras espécies polares Cruzam as membranas bioló- 
gicas apenas por meio de proteínas de membrana 
especificas — transportadores e canais iémicos, 

Transportadores (proteínas de transporte), à se- 
melhança das enzimas, apresentam saturação e es- 
pecificidade de substrato. O transporte por meio 
desses sistemas pode ser passivo ( na direção do gr»- 
diente deiroquimico e, portanto, independente da 
energia metabólica) ou ativo i .contra o gradiente t. 
portanto, dependente da energia metabólica), D 
transporte de glicose para dentro dos eniTÓeito* e o 
transporte de agua por meão das aq uaporinas é pas- 
sivo. O fornecimento de energia para o transporte 
ativo pode vir da luz, d as reações de oxidação, da 
hidrólise do ATP ou do transporte duplo de algum 
outro soluto. .Alguns transportadores desenvolvem 
o co- transporte, a passagem simultânea de duas es- 
pécies na mesma direção; outros medeiam o con- 
tralransporte, no qual duas espécies se movem em 
direçõo opostas, simultaneamente. O tramporti- 
dor da lactose da E coli e o transportador da gkcw 
nas célula* do epítého intestinal são co-transpom- 
dro, ambos ootramportandu Na' luntamente com 
o açúcar» O trocador clorcio- bicarbonato do» en- 
trórilus e a ubíqua ATPaw Na’K‘ são contraíram- 
portadores. Nas células animais, as diferenças nos 
concentrações citnsólicas e extracc-lulares do Ma h e 
K f sào estabelecidas e mantida* por transporte ati- 
vo. por meio da ATPase Na'K'. O gradiente de Ni* 
resultante por meio da membrana plasmática é usa- 
do como uma fonte de energia para uma variedade 
de processo» ativo* de transporte secundário, tanto 
co-trajwporte como contratramporte. 

Nb transporte átrio pritruno, o ATP funciona 
direta mente como fonte de energia. Hâ quairo ti- 
pos gerai» de transportadores ativos direcionado» 
por ATP, A* ATPases do tipo P sofrem lo dur ilação 
reversível durante seu cicio catalítico e são inibida» 
pelo análogo do fcsfalu, o vanadato; os exemplos 
são as ATPases Na r K' da membrana plasmática e oc 
transportadores de Qr + do retículo sarcopL»máii- 
co e eiHÍoplasmáticu tas bomba» SERCA). A» ATP»- 
ses do npo V produzem gradientes de prótons por 
meio da* membranas de uma variedade de urganc- 
Ias intracelulares, incluindo a membrana vacookr 
doa plantas. As bamba» dc prótons íkj tipo F IàTP 
smtascv í sáo cenirori aus mecanismos antscrvadorei 
de energia rms milocõndria» e nos domplasio». Um 
transportador multid rogas na» células tumorai» usa 
ATP para direcionar o transporte de uma variedade 
de drogas, lonàfnros são molécula* solúveis em lipí- 
dios que ,« ligam a íons específicos e os transportam 
passrvanicnte através do» membranas, dissipando i 
energia cleiroquimíca dos gradientes iõnkos. 

Cana;* lònicos fornecem poro» hidrofihci» por 
meio do» quais íons especifico» podem se difundir, 
movendo-se a favor de seu» gradientes de coocen- 
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traçãtr químicos ç elétricos. Eles são caracteristica- 
mente não saturáveis e possuem velocidades de flu- 
xo muito altas. Muitos sâo aJtamente específicos para 
um ion, e a maioria é dependente quer de voltagem! 
quer de um ligante. A estrutura do canal de K" ê 
conhecida e funciona como protótipo para outros 
canais, como o canal íónico do receptor da acetilco- 
lina e o canal de Na* dependente de voltagem. Vários 
domínios ut- helicoidais transmembrana agrupam- se 
em volta de um canal aquoso central. A passagem de 


íons é restrita por um filtro de seletividade e por uma 
entrada que obstrui o canal iònico quando eie não é 
ativado por voltagem ou por um lígante. 

Porinas são proteínas integrais de membrana 
que consistem de barris (3 com uma abertura cen- 
tral transmembrana- Um domínio globular pro- 
téico impede a passagem do ion, mas a ligação de 
um substrato específico transitoriamente abre o 
poro central, permitindo a captação daquele subs- 
trato. 
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Problemas 


l. Determinando a drea d* jccçia tramvrrul de uma mo- 
lécula de lipídio Quarufo o* fosfolipidioí são mergulha- 
do* cuWfodasarnertEc na superfície dá água, eks « orien- 
tam na interfere águ*-ar com ícu* grupo* cabeça na agua 
e miai cauda* tiidrufábica* no ar. Um aparelho experi- 
mentai (ai foi desenvolvido para redoxi/ a area da super- 
fície dúponivd para uma camada de hpidim, Medmdo- 
se a força necessária para empurrar b moléculas de lipí- 
dios é poisivd determinar quando das esílo fonemente 
empacotadas etn uma monot amada contínua: quando 
essa area for alcançada. a pressão necruana para reduzir 
ainda mak a area da superfkie aumenta hruícamtnte (b », 
Como você usam esse apardbo para determinar a área 
média ocupada por uma única molécula de lipídio na 
moroocamada? 


Força aplicada aqui 
pira comprimir 



(■) 



m 

í. Evidénda da bteamada iipidica Hm 1925, L Gorter e 
F. G rendei usaram um apardbo semelhante àquele des- 
dito no Problema 1, para determinar a área da niperfi- 
de de uru monocamada formada por lipxtan extraídos 
de errtròcitos de virias espéciei animats FJcs usaram um 
rmcroscopio para medir u dtmensAn das células UKhvi - 
duais, ■ partir da qual calcula ram a área da superfície 
média de um entrâdto, Obtiveram Oi -dado* apresenta- 
dos na tabrfj a seguir, |usli(icavj,ie a conclusão desses 
investigadores de que M m cromúalos Icnlrócilosji estão 
cobertos por uma camada de substâncias gordurosas que 
apresentam duas moléculas de espessura - tou seja, uma 
bícamada lipídka}? 


Animal 

Volum* das 
céIuIh 
« mpacotad» 

ímL) 

Mumero 
de células 
(por mm 3 ) 

Area da nipirfldi 
total da monocamadfl 
de lipídios da» 

células Ím 3 ) 

Ar«a da 
superfície 
total da uma 
cilula (pm 3 ) 

Cachorro 

40 

e.DOO.OQQ 

62 

93 

Carneiro 

to 

9.900,000 

6,0 

29 , e 

Humano 

1 

4.74Ü.D00 

0,92 

99.4 


Fonte: Mot de GoUtr i & Grendel F. (1925) On bimoleculjr kyers of hpo«ds on the chfwnoqtM 
ofthebtecd J fap. Med 41.439-443 


3. Número dc moléculas çk detergente porrmcefe Quan- 
do um* pequena quantidade de dotiecil sulfeto de sódio 
(N3 h CH'(CHt!iiOSO') t dissolvida em igua, n* wns de 
Eergcolcs entram na wfoçjn como espécies monomeri- 
cat À medida que ma» ddeqgcme for adicionado. ura 
concentração é akaiKádá U «Miceniraçáu mUcbr ciftir 
ca), na qual m nwciòmetm *e associam para formar as 
nürefev. A concentração mxefof crttfoi A» SDS é SJndH. 
As mirefei pDBuem um peio de partuula medio íirat» 
dos pesos mnleculam dos monòmeros conitiiuiniDi de 
18.000. Calcule o número de molecufes do detergente m 
mit efe ntedu. 

4. PrapTKfúòn dos I ipfdkis e dai hicamad** de lipídios. 

As bkãmaifes de lipídio» formada* entre duü feses aquo- 
sas possuem esu propriedade imponanit efes fonoacn 
LençdÁ bidimensionais, as mar^m dos quab se írcW 
uns sobre os outros c votrem amo-setameniú pua for- 
mar lipu&somnv 

U j Quais pfupnedades do* Üpidio* sáo rr&pomavcK 
por essa propriedade das hitaJllaíias? Explique. 

í b) Quais são as con sequências detu propriedade coto 
rrspeiin é çurutuia das membranas biológicas? 

5. O comprimem o dr uitít molécula dc ácido graxo, Á 
distância da ligação carbono- carbono para as ligações 
simples, como aquelas encontradas cm uma cadeia de 
ácido graxo saturada, é cerca de 1,5 A. Fstime o compri- 
mento dc uma únka molécula du pulmitato cm sua fo> 
ma totalmente estendida. ,K<? duas moléculas de palmitato 
fbrem colocadas com Cada extremidade tocando a outra, 
como sua extensiu total ie compararia com a espessura 
da bicamada de lipídio em uma membrana biológica? 

6. Dependência da temperai ura para a difusão lateral 0 
experimento descrito na Figura 12-7 foi realizado a37*C 
Se fosse realizado a ÍO L, G. que efeito você prediziría na 
velocidade da fusão célula célula r na velocidade da mis- 
tura das proteína* da membrana’ Por quê? 

7. Sm tese do suto gástrkw: energelica O suco gástrico 
4pH 13} è produzido bombeando -se HAl du pUsnu san- 
guineo pH 7,41 para o cuAmago, Calcule a quantidade 
de energia livre requerida para concentrar n H’ cm 1 li- 
tro de uko gástrico a 57TG. S as cnndiçúes eduiartv quan- 
tos moles lie ATP deretn ser hudraliudeks para kvncce 
essa quantidade de erxtgja Lmre? A rariaçia de energiá 
livre para a hidrólise 4o ATP nas condiçAe* celulares e 
cerca de -5Sk|/mol (como explkaremos no Capítulo 14 1. 
fl. Energética da AFPásc N»* K*, A OHk£Dtraçàj de Xa' den- 
tro de um oétiih de igtht a tot e cerca de L2mM c jqurij. 
no pfesma sang-Jlnou é cerca de t45m\t. Para uma refcfe 
típica, com um poáenoiJ Iransmembrana de -<M>7V F - mir- 
nor negatiw etn relaçAo au exienor t, qual e a cariaçâo de 
energia livre nerenina para iramponar l mui de Na J pwi 
fora da célub e para dentro da correnie sanguínea a 37X3? 

9, Ação da ouabaina m> léddo retiàl. A nuabaína imbe 
espredicamcntc « atividade da ATFwe Na T K' das tcddos 
animais, mas parece não inibir nenhuma, outra enzimi. 
Quando a ouábaina é ididonsda em fotí^ finas de teci- 
do renal vjvus cia inibe 0 consumo dc oxigénio cm 

Pür quê? O que essa observação nos mostra sobre o uso 
da energia respiratória pelo tecido renal? 

10. Energética do co-tranaporte. Suponha que você de- 
terminou experimental mente que um sistema de trans- 
porte celular para n glicose, direcionado pela ca -trans- 
porte de Na 1 , poderia acumular glicose em cnnccnrra- 
ç&eá 25 ve*eá maiores que aquela do meio externo, 
enquanto 3 [Na‘] extern* er* apenas 10 veam maior que 
a [Na"l intracelular. Uso vtolari* as leiâ da termodinâmi- 
ca? Se não» como vo<í explicaria essa observação? 
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1 1 . Localização de uma proteína de membrana. As scpuin- 
tes observações são feitas sobre uma proteína de mem- 
brana desconhecida, X* Ela pode ser extraída dt mem- 
branas de erítródlò rompidas em uma solução salina 
concentrada, e X. isolada, pode ser clivada em fragmen- 
tos por enzimas proteolitkas. O tratamento du* erilráci- 
toi com enzimas proteohtku, seguido pela ruptura e 
extração dos componentes de membrana, produz X in- 
tata. Entre lamo, o traumeiHO do» "fanl asmas” do eritro- 
cito (que consistem apenas de membranas obtidas pela 
ruptura das cdulas c Lavagem dt hernngkibma ) com en- 
zimas prcrtcotúicass, seguida da ruptura í extração, pro- 
duz X grandemente fragmenuda. O que esses «pertmen- 
tos indicam sobre a bcatzuçic de X ru membrana j4ís- 
miika? Aí propriedades de X se asaemeiham aquelas de 
uma proteína de membrana integrai mi pcriftrrca? 

II. Membrana anio-seiaote Aj membranas cdulares são 
auto-wiantes — sc forem luradas ou rompidas mecani- 
camente, das rápida c automaticamente se reiaelam. Que 
propriedades da membrana reipuiuimi por essa 
importante característica? 

13. Temperaturas de foliada* lipídio*, L.jptdw* dc mem- 
brana obtidos em ammtrai de tecidos de diferentes par- 
te* da perna de uma rena posa nem campcaiçOci difèren- 
!cs dc ácidos graxas. Os lipídio-, de membrana dos teci- 
dos próximos às paias contém uma pm porção maior de 
ácidos graxas msaturados que os lipídio* do* tecidns da 
parte superior da perna. Qual é o significado dessa ob- 
servarão? 

14, fHfusão transversa. A face iiuerná (rminocamada) da 
membrana do eritrócito humano éuiisisle predominan- 
temente de fosfatidüetanolamin.i e fosfatidilHerina. A face 
«eterna consiste predomin [internet! tf de fosfatidilcolina 
t esfingomielina, Embora m componentes fosfolipídios 
da membrana possam se difundir na hicamada fluida, 
essa distribuição é piescrviHJU sempre, Ciomoí 

lã. Permeabilidade da membrana. Em pH 7,0, o Iríptofo- 
no atravessa uma bicamada lipidica da membrana certa 
de 1.000 vezes mais lenta mente que o mdol, mhslàneia 
muito semelhante: 

o? 

Sugira uma exphcação para rua idwrvaçãri. 

16- flmfi de agua atrav ft dr uma *qu*porÍM, c ada cn- 
trúdtn humano possui cerca de 2 » UP MJP- 1 monõme- 
ros- Se a igua flui alravei du membrana plaimirka em 
uma velocidade dç 5 * 10* moléculai de Jigm por letrl- 
nxro de AQP- 1 por tcgu/Kta, c n volume de um erítróci- 
(o £ 5 » 10" mL quanto rapidamente um erilrócito po- 
deria dividir pela metade o seu volume quando encon- 
trar a alta ounolaridade ( l,Ml do fluido intersticial da 
medula renal? 

17, Marcando o transportador de gabclostdco. O trans- 
portador deplzetosídco de uma bactéria, que e aLtamente 
especifica para o seu substrato lactose, contém um resí- 
duo de Cys, essencial para a sua atividade de iTimpom. 
A treuçao covalente da N-etilmakimida (NEM) cotti esse 
resíduo de Cys irreversivelmente inativa o Transportador. 
Uma alta concentração de lactose no meio previne a ina- 
tivaçáo pelo NEM, presumivelmente protegendo esteri- 
camente o resíduo de Cyi t que está no sítio de ligaçàa da 
lactose ou próximo a ele, Você não sube nada mais sobre 
a proteína transportadora. Sugira um experimento que 
poderia permitir a determinado do M, do polipeptídeo 
transportador contendo Cys. 


I 8, Prediga a topologia da proteína de membrana a par- 
tir da sequência Você clonou o gene pun uma proteína 
do critrócito humano, que \c suspeita ser uma proteína 
dc membrana, A partir da tequênda de ttudeaHdcos do 
gene, vocc conhece a tequénçia de áminoátidos. A partir 
dessa sequência sozinha, como avaliaria • possibilidade 
de a proteí na ser uma proteína integral? Suponha que a 
proteína provem ser uma prnleítu integral do hpo 1 ou 
<k> tipo lf Sugira CKpcrtmemm bioquímico* e químicos 
que possam permitir determinar que upt» da t 
19, Captação da Icuí ma ntteuinal. \od ntl esrodL andp a 
captação da I -fcruana pda> céfoUs cprletuis dn mtotrnn 
do camundongo, Medsduu da vdkiodask dc expução di 
1-lcudna c vário* dc teu* anllogn, com ou vrm Na’ no 
tampão de ma», produzem o* revultadu* apmcnixdiiã 
na tabela a seguir, O que vocé coodiüna mbre u ptupnc- 
dadeseos nwcaiúsmoa do irampmrtador da Icucma? VduC 
esperaria que a captação da t -leucina foise inibida pck 
ouabiína? 


Subrrrato 

Captação na 
prasançj dt Ma" 

C aptação na 
auvÍTKÍa dê Ma" 




K, (fpM) 

L-Leucma 

4?0 

0,24 

23 

02* 

3-tíucina 

310 

4,7 

5 

4.7 

L-Valina 

22 $ 

0,31 

19 

0,31 


20. Efeito de um ionúfnro aubre o transporte ativo. Con- 
sidere o transportador de leudna descrito no Problema 
19. Seria a ou a K\ alterada se vocf 1 adicionasse um 
ionófiaro de Na f a tohiçio do ensaio contendo Na 4 "? Ex- 
plique. 

21 . Densidade de superlkie de umi proteína de membra- 
na. A E mli pode ser induzida a sintetizar cerca de 10,000 
cópias do traiiEporuidur dc gilactoildeo (M r 3LOOO) por 
eduk, Auuma que a £ coti kji um cdindno de ] pm de 
diâmetro e í^un de comprimento, Que fração da superfí- 
cie da membrana plaunãlic* i ocupada pelas moléculas 
traiuportadoru da gaJacipttdco? Explique como vocí 
chegou i essa concJu&iu 

Bioquímica na ifit*m«t 

22. TcpotogÍM de pruirma dc membeiiu. Q receptor para 
ú hmuònki adrend ltu. nas cétulu anuiuii c unu proteí- 
na miegral de nwin l m ã (XÇ «.0001 que se acredita pos- 
sui/ sete regjúei alfaveiaatkvrB da membrana. 

(a) Mostre que uma proteína desse tamanho é capaz 
de ai/avessar a membrana me vws 

fb) Cofuidefantla a sequência de ammoacdos dessa 
proteína, você predimu que regido da proteína forma- 
riam js hdjM.e* ainivruadoru da membrana? 

(C| Vã ate * pãgma d» banco de dados de proteínas da 
Web l Pmtem Dau Bank) ük o identiScador PDS LDEF 
para salvar o* JaJtH da página paca unu porção do re- 
ceptor fl-adrenírgícú (uru tipo do receptor de adrenali- 
na) do peru. Usando Chimc para explorar a estrutura, 
prediga onde essa porçio do receptor eatd Localizada: 
dentro ou tu superfleie dá membrana. Explique. 

td) Silve OJ dados para uma porção de um outro re- 
ceptor, o receptor dá acetílcolina dos neurônios e cniód- 
tos, usando o Identificador PUH 1 A 1 L -Como em (c), pre- 
diga onde essa porção do receptor está localizada e expli- 
que sua resposta, 

5e você ainda não usou o PDB ou Uhemscape Chime. 

você poderá encontrar instruções em 

htt p;/ (www. wüít h puhl isheni.com/LehriingeT, 


CAPÍTULO 13 


Biossinalização 


A habilidade das células de receber c reagir a sinais vindos do 
outro bdo da membrana pksmátka é fundamental pira a vida. 
As células bacterianas recebem informações constantes dos seus 
receptores de membrana que sensor iam o mdo circundante para 
o pji; i pressão mmòlica; a disponibilidade de ah mentos, oxi- 
génio e luz; e a presença de químicos nocivos, de predadores ou 
de competidores para o alimento. Esses sinais induzem respos- 
tas apropriadas, tais como a movimentação em direção ao ali- 
mento ou o afastamento de substâncias tóxicas ou ainda a for- 
mação de esporos dormentes em um meio desprovido de nutri- 
entes. Em organismos multkduUres. células com funções 
diferentes trocam unia variedade de sinais, As células das plan- 
tas respondem a hormônios de crescimento e a variações da luz 
solar As células animais trocam informações sobre o seu posicio- 
namento correto em um embrião em desenvolvimento* a con- 
centração de ions e glicose nos fluidos ext medulares e as ativi- 
dades metabólicas interdependentes que ocorrem em tecidos 
diferentes. Os sinais nos animais podem ser autócrinos (agindo 
na mesma célula que o produz), parécrinos (agindo em um vi- 
zinho próximo) ou endócrinos (transportados na corrente san- 
güfnea da célula produtora até uma célula -alvo distante). Em 
todíisos três casos, o sinal é detectado por um receptor especifi- 
co e convertido em uma resposta celular 

Fjnbora o número de sinais biológicos seja enorme í Tabela 
15-lh como o é a variedade de respostas biológicas a esses si- 
nais, os organismos usam apenas alguns poucos mecanismos 
evolucionários pra detectar sinais extraceluiares e trantformâ- 
bí em alterações intracelulares. Neste capitulo examinaremos 
alguns exemplos das principais classes, de mecanismos de sinali- 
zação e veremos como eles são integrados em funções biológi- 
cas específicas como a transmissão dc sinais nervosos, a respos- 
ta a hormônios e a fatores de crescimento, o sensoriamento da 
vísâo* do cheiro e do sabor, e o controle do ciclo celular. Fre- 
quentemente, o resultado final de uma via de sinalização é a fos- 
íortlaçáo de algumas poucas proteínas celulares alvos especificas, 
que alteram suas atividades e, em consequência, as atividades da 
célula. Ao longo de nossa discussão, enfatizaremos a conservação 

Má a W - Alguns sinais aos quais m células respondem 

Antlgem» 

Gtaxjpfotekiasto*!^ da superfície cekilaf 

Sinais do desenvolvi menio 

Componentes da matnz extracelular 

Fatores de crescimento 

Hormônios 

Luz 

loque mecânico 

Neurouansrrv«ores 

Oderantes 

Feramúnics 

Gustativos 


dos mecanismos fundamentais para a transdução dos sina» bio- 
logKns c a adaptação desses processos básicos ligados á membra- 
na. a uma grande variedade de vias de sinalização. 

Mecanismos Moleculares 
da Transdução de Sinal 

As tronsduções de sinais são extraordinariamente especificas e 
delicadamente sensíveis. A especificidade i conseguida pela com- 
plementaridade molecular precisa entre o sinal e as moléculas 
receptoras (Ftg, 13- la)* mediada pelas mesmas espécies de for- 
ças fracas ( não-covalcrttes) que ocorrem nas interações enztma- 
substrato e anligeno- anticorpo. Nos organismos multkeiularcs, 
a especificidade é mais descnvofvida porque receptores para ma 
dado sma) ou os alvos intracdulares de uma dada via de sinali- 
zação «tão presentes apenas em certos tipos celulares, O hor- 
mônio liberador da nrcotrofma, por exemplo* desencadeia res- 
postas nas células da hipófise anterior mas não nos hepauSon», 
os quais não possuem receptores para cwie hormônio, A adrena- 
lina altera o metabolismo do glicogênio nos hepatócilns mas 
não nos eritrócitosL embora, nesse caso, ambos os tipos celula- 
res possuam receptores para 0 hormônio: entretanto, os hepa- 
tócttos possuem a enzima metobolízadora do glicogénkc a qual 
é estimulada pela adrenalina, e os erilrócitos não. 

Três fatores são responsáveis pela extraordinária sensibili- 
dade da transduçáo do stnaL a alta afimdade dos recepinm para 
as moléculas do sinal, a cixiperatrvídade na interação Ugante- 
receptor e a amplificação do sinal pelas cascatas de enzimas. A 
afinidade entre o sinal (liga n te) e o receptor pode ser expressa 
como a constante de dissociação A'j, freqüememenle KT^M ou 
menor* significando que o receptor pode detectar concentrações 
pico molares de uma moiécula sinal. As interações receptor-li- 
gante podem ser quantificadas pela análise de Scatchard, que* 
nos melhores casos, produz uma medida quantitativa da afini- 
dade (Kj) e o número de sítios de ligação do ligantc em uma 
amostra do receptor (Adendo 13-1 ). A cooperatHidade nas in- 
terações receptor- li gani e leva a grandes alterações na ativação 
do receptor, com pequenas alterações na concentração do ligan- 
te (relembre o efeito da cooperalmdade na ligação do oxigênio 
com a hemoglobina; veja Tig 7-1 2), A amplificação pelas Cura- 
tos de enzimas ocorre quando uma enzima associada com um 
sinal receptor é ativada c, por sua vez, catalisa a ativação de mui- 
tas moléculas de uma segunda enzima, cada uma das quais ativa 
muitas moléculas de uma terceira enzima, e assim por diante 
(Fig. 13 -Tb), Amplificações de várias ordens de grandeza são 
produzidas em milissegundos por tais cascatas, 

A sensibilidade dos sistemas de receptores está sujeita à 
modificação. Quando um sinal está presente continuam ente, 
ocorre uma dessensibilização do sistema do receptor (Ftg, 13- 
lc); quando o estimulo cai abaixo de um certo limiar, o sistema 
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{*) Especificidade 
A ihoIíCUÍh únpl $c encaixa no 
sHiu de ligação do *eu receptor 
complementar; outros sinais não 
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Figura 13-1 — Quatro características dos sistemas de transdu^o de srnais. 


novamente se toma sensível, Pense no que acontece a seu siste- 
ma de transdução visual quando você caminha da luz solar bri- 
lhante para um quarto escuro ou vice-versa, 

Uma característica final marcante dos sistema de transdu- 
çS o de sinal é a inlegração (Fíg. 13-ld) s a habilidade do sistema 
de receber sinais múltiplos e produzir uma resposta unificada 
apropriada ás necessidades da célula ou do organismo. Diferen- 
tes vias de sinalização "conversam" umas com as outras, cm vá- 
rios níveis, gerando uma riqueza de interações que mantém a 
homeoslase na célula c no organkmn. 

Consideraremos o> detalhes moleculares de vários sistemas 
representativo* da transdução de sinal. O gatilho para cada its- 
tema é diferente, mas as etapas da transdução do sinal são co- 
muns a todos: um sinal interage com um receptor; o receptor 
ativado interage com a maquinaria celular produzindo um se- 
gundo sinal ou uma mudança na atividade de uma proteina cr- 
hikn a atividade metabólica da célula- alvo sofre uma aheraçáa; e 
finalrnente o evento da transdução é terminado e a célula retoma 
ao seu estado pré-estímulo. Para ilustrar essas caracterütios gr 
mk dos sistemas dc sinalização fornecemos exemplos de cada um 
dos quatro mecanismos básicos de sinalização I Fig. 1 3-3). 

Os irai* simples transdutores de sinais são os canais tónicos 
da membrana plasmálka, os quais se abrem e fecham cm res- 
posta á ligação de ligantes químicos ou a alterações no potencial 
tnnsmembranj. O receptor-canaf tônico da acenlcotina é um 
exemplo desse mecanismo. O segundo mecanismo básico de si- 
nalização envolve receptores da membrana plasmática que são 
enzimas (receptores enzimático*}, Quando um desses rccepto- 
res é ativado pelo seu lígante extracdular, de catalisa a produção 
de um segundo mensageiro intracelular. Esse mecanismo é exem- 
plificado pelo receptor da insulina. O terceiro mecanismo de 
transdução, 11 listrado pelo sistema do receptor [3-adrenérgicoque 
detecta a adrenalina (epinefrina), é mediado por proteína s re 
ceptora* da membrana pl asmática que indiretnmentt ativam 
enzima* (por meio de proteínas de ligação ao GTF) que produ- 
zem mensageiros secundários intracelulares. Finalmente, o nú- 
deo possui uma grande classe de receptores que, quando liga 
dos ao seu liganie especifico (como o hormônio esteróide eslró- 
geno). alteram a frequência com que genes específicos são 


transcritos e traduzidos em proteínas celulares. Peta fato de os 
hormônios esteróides funcionarem por meio de mecanismos 
í otimamente relacionados á regulação da expressão genica, con- 
siderá-lo-emos aqui apenas resumidamente e adiaremos uma 
discussão detalhada da sua ação para o Capítulo 28. 

Antes de continuarmos nossa discussão sobre 05 canais tô- 
nicas, precisamos considerar alguma informação básica sobre 
canais tônicos e potenciais de membrana. 

Canais lômcos 

Os canais tônicos estão sujeitos 
á sinalização elétrica nas células excitáveis 

A cjEcitabiIidaíie de céiuLts seruoriat*. neurônios e miòcitos de- 
pende dos canais tônicos, transdutores de sinais que fornecem 
um* via regulada para a movimentação de íora inorgânicos, tais 
como o Na". K + , Ca : * e (T, através da membrana pUsmática, 
em resposta a vários estimulm. Lembre-se de que esses canais 
tônicos são 'reguláveis* (Capítulo 12];. des podem ser abertos 
ou fechados, dependendo se o receptor associado foi ativado pda 
ligação com seu lígante especifico I um nenrot ra nsm i ssor por 
exemplo í ou por uira mudança no potencial elétrico transmem- 
brana, V m . A ATPase NVK* cria um desequilíbrio através da 
membrana plasmátka transportando 3 Na' para fora da célula 
para cada 2 IC transportados para dentro (Ftg, 13-Ja), toman- 
do o interior negativo em relação ao exterior. Diz-se que a mem- 
brana está agora polarizada. ítar convenção, V m é negativo quan- 
do 0 interior das células está negativo em relação ao exterior, 
Para uma célula animal típica, V„= hSO a -7ÜmV. 

Pelo fato de os canais tônico* geral mente permitirem a pas- 
sagem tanto de ãnions quanto de cátlom, mas não de ambos, o 
fluxo de íons através de um canal produz uma redistribuição de 
carga nos dois lados da membrana, alterando o V^. O influxo de 
uma carga positiva, como o Na 1 , ou 0 efluxo de uma carga nega- 
tiva, como o Cl“, despolariza a membrana e leva o V*, próximo a 
zero. Contrariamente, o efluxo do íon positivo K 1 hiperpolariza 
a membrana, e o V m torna-se mais negativo. Esses fluxos tônicos 
através dos canais são passivo*, d ifereiil cmente do transporte 
alivo da ATFase Na*K\ 




Adendo 13-1 A análise de Scatchard quantifica a interação receptor-ligante 


As ações celulares de um hormônio começam quan- 
do o hormônio [ligante), L, liga-se específica e for- 
temente k sua proteína receptora R, np célula-alvo. 
A Ligação é mediada por interações não-covalentes 
[pontes de hidrogênio, interações hidrofóbicas e ele- 
trostáticas) entre as superfícies complementares dn 
ligante e do receptor. À interação receptor-ligante 
leva a uma mudança conformado nal que aJtera a 
atividade biológica do receptor, que pode ser uma 
enzima, um regulador enzimático, um canal iúnicü 
ou um regulador da expressão gênka. 

A ligação receptor-ligante é descrita pda equação 


k - L RL 

ttcLicplor Ligunle Cumpleiu 

reinepCor-Li^anCe 

Esta ligação, à semelhança da de uma enzima ao seu 
substrato* é dependente da concentração dos seus 
componentes interactantes e pode ser descrita por 
uma constante de equilíbrio: 
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onde Kj é a constante de associaçao e Kj a constante 
de dissociação. 


Como no caso da ligação enzima -substrato, a li- 
gação receptor-ligante é saturável. À medida que 
mais ligante é adicionado a uma quantidade fixa de 
receptor, uma fração crescente das moléculas do re- 
ceptor é ocupada pelo ligante (Fig. la). Uma medida 
grosseira da afinidade receptor-ligante é dada pela 
concentração do ligante necessária para se obter a 
meia -saturação do receptor. A análise de Scatchard 
da ligação receptor-ligante permite uma estimativa 


tanto da constante de dissociação Kj como do nú- 
mero de sírios de ligação do receptor numa dada 
preparação. Quando a Ligação atinge o equilíbrio, o 
número total de possíveis sítios de ligação, é 
igual ao número de sítios nâo ocupados, represen- 
tado por [R], mais o número de sítios ocupados ou 
ligados ao ligante, [RLl, ou seja, B ^ - [R], + f RL] . 
O número de sítios nâo Ligados pode ser expresso 
pelo total de sítios menos os sítios ocupados: |RJ = 
- [RL]. A expressão do equilíbrio pode ser agora 
escrita 

r _ [RL] 

[LKiW-LRLD 

Rearranjando para se obter o quociente entre o li- 
gante ligado ao receptor e o ligante livre [não liga* 
do), obtemos 


[L.vre] E L] 

■■jríJU-lIUJ) 

Esta forma de equação, inclinação- intercepto, mos- 
tra que uma representação de [ligante ligado] /[li 
gante livre] versus [ligante ligado] deveria fornecer 
uma linha reta com uma inclinação de -K t [ou -1/ 
Kj) e um intercepto na absdssa de £ rcias , o número 
Total de sítios de ligação {Fig, lb). A análise de Sca- 
tchard de várias interações hormônio-ligante de dife- 
rentes forneceu valores Kj de cerca de lOr 4 a IO -1 1 M, 
correspondendo a ligações muito fortes do ligante 
pelo receptor. 

A análise de Scatchard é segura para os casos mais 
simples, mas da mesma forma que a representação 
I.inewever-Rurk para as enzimas, quando o recep- 
tor for uma enzima alostérica, a representação mos- 
trará desvios da linearidade. 


Figura 1 - A análise de Scatchard da interação receptor-ligante. 

Um ligante radioativamente marcado ÍL) — por exemplo, um hormônio 
— é adicionado em várias concentrações a uma quantidade íixa do re- 
ceptor (R.). e a fração do hormônio ligada ao receptor e determinada 
separando o complexo receptor- hormônio [RL) do hormônio livre, (a) Um 
diagrama da [RL] versus a quantidade total do hormônio, [Ll + [RL], è 
uma hipérbole, elevando-se em direção a um máximo para |RL| a medida 
que os sitios receptores se tornem saturados. Para controlar os sitios de 
HgaçSo inespeclficos, não saturáveis (os hormônios eicosanúides se ligam 
não especifica mente â bicamada de Lipídios, por exemplo), numa série 
separada de experimentos de ligação, um grande excesso de hormônios 
não marcados é adicionado junto com uma solução diluída do hormônio 
marcado. As moléculas não marcadas competem com as moléculas mar- 
cadas para os sitios de ligação específicos do sitio saturárvel no receptor, 
mas não para a ligação não especifica. O valor real da ligação específica é 
obtido pela subtração das ligações não especificas das ligações totais, 
(b) Um diagrama linear ria [RL]/[L] versus [RL] oferece o K d e o para o 
compíexo receptor-hormônio. Compare estes diagramas com aoueles da 
Va versus [S] (veja Fig. 8-12) e W 0 versus IrJS] para o complexo enzima- 
substrato [veja Adendo 8-1). 



Tosa] de hurmônio adicionado, |L| + |RLj 

[a) 



Hormônio ligado, [RI.| 
(b) 
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Receptor serpentiante 

À ligação do ligantc externo no receptor 
(R) ativa uma proteína de ligação ao 
GTP intracelular (G), qne regula uma 
enzima (Fnz) que gera um mensageiro 
secundário intracelular, X. 


Abertura do canal iõnico 

Abre ou fccha cm resposta à 
concentração do sinal liganlc {S) ou 
do potencial de membrana. 

íon 


Figura 13-2 - Quatro tipos gorais do transdutores de sinais 



Oj ions tendem a se ■movimentar na 
direção do seu gradiente eletróquimíco 
através da membrana polarizada. 

Figura 13-1 - Potencial elétrico transmembrana (a) A ATPase Na*K~ 
éiatnoginma produz um potencial elétrico transmembrana de -60mV (ne- 
gativo interna mente), (b) Aí setas azuis mostram a direção em que qs 
íons tendem a se mover espontaneamente através da membrana plas- 
mâtica em uma célula animal, üinecionados pela combinação dos gradi- 
entes químicos e elétncos. O gradiente quimico direciona o Na 4- e o Ca 3, 
para dentro (produzindo a despolarização) eoK 4 para fora (produzindo a 
hipérpolanzação). 0 gradiente elétrico direciona o Cl para fora, contra 
seu gradiente de concentração (produzindo a despolarização). 


A direção de um fluxo íônico espontâneo através de uma 
membrana polarizada é ditada pelo potencial eJetroquímico dos 
Sons através da membrana. A força (AG) que faz um certo íon 
passar espontaneamente através de um canal iònico é uma fun- 
ção do quociente das suas concentrações nos dois lados da mem- 
brana ( CJ Q ) e da diferença no potencial elétrico (Ay ou V m ): 
AG = RT In (Cfcr/GfcwJ + Z 3 V in (15-1) 

onde Rés constante de gases, T a temperatura absoluta, Z a 
carga do íons e i7 a constante de Faraday. Em um neurônio ou 
miócito típico, as concentrações de Na 4 , K 4 , Ca 24 e Cl no dto- 
sõl são muito diferentes das no fluido extracelular (Tabela 13- 
2). Diante dessas diferenças de concentração, o V m de repouso 
de -f>QmV e as relações mostradas na Equação 13-1, a abertura 
de um canal de Na 4 ou Ca 1 " levará a um fluxo espontâneo do 
Na" üu Ca 2+ para dentro (e despolarização), enquanto a abertu- 
ra de um canal de K 4 levará a um fluxo espontâneo do K" para 
fora (e hiperpolariaação) (Fig, 13-3b). 

Uma dada espécie tônica continua a fluir através de um ca- 
nal apenas enquanto a combinação do gradiente de concentra- 
ção e do potencial elétrico fornecer uma força diretiva, de acor- 
do com a Equação 13-1, Por exemplo, à medida que o Na' flui 
na direção do seu gradiente de concentração, ele despolariza a 
membrana, Quando o potencial da membrana atinge +7GmV, o 
efeito desse potencial de membrana (de resistir às entradas adi- 
cionais de Na f ) iguala o efeito do gradiente de concentração do 
Na + (de induzir que mais Na' entre para dentro). Nesse ponto 
de equilíbrio (H), a força diretiva tendente a mover um íon (AG) 
é zero, e a Equação 13-1 pode ser rear ranja da levando à equação 
de Nernst: 

£ = - IRT/ZJ) In [CUC^) 

O potencial de equilíbrio é diferente para cada espécie iúnica 
porque o gradiente de concentração difere para cada íon. 
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Tabela 13-2 - Concentrações lõnkas nas células 6 fluidos extracelu lares (mM) 



K* 


Na 1- 


Cs** 


a- 



dentro 

fora 

dentro 

fora 

dentro 

fora 

dentro 

fora 

Tipo celular 

Axônio da lula 

40Ü 

20 

50 

440 


10 

40-150 

560 

Músculo do sapo 

124 

2,3 

1Ü r 4 

109 

<9,1 

2,1 

1.5 

78 


O número de íons que deve fluir para alterar significativa- 
mente o potencial de membrana é negligívd diante das grandes 
concentrações de Ma', K + e Cr nas células e no fluido extracelu- 
lar, de tal forma que os fluxos iònicos que ocorrem durante a 
sinalização numa célula excitável praticamente náo tém nenhum 
efeito na concentração desses íons, Pelo fato de a concentração 
intracelular de Ca 2+ geralmente ser muito baixa (-1Ü" 7 M), o in- 
fluxo de Ca 2+ pode alterar significativamente a ] citosólica, 
O potencial de membrana de uma célula em um certo ins- 
tante é o resultado do número e dos tipos de canais tônicos aber- 
tos nesse momento, Na maioria das células em repouso, mais 
canais de K" do que Na + , Cl" ou Ca 2+ estão abertos e* portanto* o 
potencial de repouso é mais próximo do £ para o K + (-98mV) 
do que para qualquer outro íon. Quando os canais para Na 1 ; 
Ca" ou Cl“ se abrem» o potencial de membrana se move para o E 
daquele (on. Q tempo preciso de abertura e fechamento dos ca- 
nais iônicos e as resultantes alterações no potencial de membra- 
na sâo a base da sinalização elétrica pelas quais o sistema nervo- 
so sinaliza o músculo esquelético a contrair» o coração a bater 
ou as células secretórias a liberar os seus conteúdos. Além disso, 
muitos hormônios exercem seus efeitos alterando os potenciais 
de membrana das células-alvo, Ksses mecanismos não estão li- 
mitados aos organismos complexos: canais iônicos desempe- 
nham papéis importantes nas respostas das bactérias e de ou- 
tros organismos unicelulares aos sinais ambientais, 

Para ilustrar a ação dos canais iônicos na sinalização célula a 
célula, descreveremos agora âk mecanismos pelos quais um neu- 
rônio passa um sinal ao longo de sua extensão* através de uma 
sinapse, para o próximo neurônio (ou para um miácíto), num 
circuito celular» usando a acetikolma como neurotransmissor. 


O receptor nkotínico da acetilcolina 
é um canal iônko aberto por um ligante 

Um dos mais conhecidos exemplos de um canal aberto por um 
ligante ao receptor é o receptor nkotinico da acetilcolina (veja 
Fig. 12-39). O receptor do canal abre-se em resposta ao neuro- 
transmissor acetilcolina [também à nicotina, daf o nome). Esse 
receptor é encontrado na membrana pós-sináptica dos neurô- 
nios em certas sinapses e nas fibras musculares (miódtos) nas 
junções neuromusculares. 




-^—cu,cu 2 o—c- 

CH-, 

Acetilcolina (Adi) 


CHj 


A acetilcolina, liberada por um neurônio excitado, difunde- 
se alguns micrómetros através da fenda sinãptica, ou junção neu- 
romuscular, até ao neurônio põs-sinãptico ou ao miócito, onde 
interage com o receptor da acetilcolina e desencadeia a excitação 
elétrica ( despolarização) da célula. O receptor da acetilcolina é 
uma proteína alostérica, situada a cerca de 3mti da entrada do 
íon, com dois sítios de Ligação de alta afinidade para a acetilcoli- 
na nas suas duas subunidades a. A ligação da acetilcolina pro- 
duz uma alteração da conformação fechada para a aberta. Q pro- 
cesso é positivamente cooperativo: a ligação da acetilcolina aú 
primeiro sítio aumenta a afinidade da ligação da acetilcolina ao 
segundo sítio, Quando a célula pré- sinãptica libera um pulso de 
acetilcolina, ambos os sítios no receptor da célula pós- sinãptica 
são ocupados rapidamente e o canal se abre (Fig, 13-4). Tanto o 



Figura 13-4 - Trés estados do receptor da acetilcolina Uma breve exposição do canal lônico em repouso (fechado) (aí á acetilcolina produz o 
estado excitado (aberto)’ (b). Uma exposição longa leva à dessensibilização e ao fechamento do canal (c). 
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Na J quanto o Ca 24 podem* agora, pas&ir e o fluxo de&ses íons 
para dentro da célula despolariza a membrana plasmãtica ini- 
ciando os eventos subscqüentes que variam com o tipo de teci' 
do. Em um neurônio pós-sináptico, a despolarização inicia um 
potencial de ação (veja a seguir); em uma junção neuromus- 
cular, a despolarização da fibra muscular desencadeia a contra- 
ção muscular. 

Normalmente, a concentração da acetilcolina na Fenda 
sínáptica é rapidamente diminuída pela enzima acetikoJineste- 
rase, presente na fenda. Quando os níveis de acetilcolina perma- 
necem altos por mais de alguns mílissegundos h ocorre a dessen- 
sibilização do receptor (Fig. 13-lc). O receptor do canal é con- 
vertido a uma terceira conformação (Fig. 1 3-4t)* na qual o canal 
está fechado e a acetilcolina fortemente ligada. A lenta liberação 
{em dezenas de milissegundos) da acetilcolina dos seus sítios de 
ligação, finalmente, permite ao receptor retornar a seu estado de 
repouso — fechado e ressensibilizado aos níveis de acetilcolina. 

Canais iônkos abertos por voltagem 
produzem potenciais de ação neuronal 

A sinalização no sistema nervoso é executada por redes de neu- 
rônios* células especializadas que transportam um impulso ner- 
voso (potencial de ação) da extremidade de uma célula (o cor- 
po celular) através de uma extensão dtoplasmática alongada (o 
axònio), Q sinal elétrico desencadeia a liberação de moléculas 
do neurotransmissor na sínapse* transportando o sinal para a 
próxima célula no circuito. Trés tipos de canais iònicos depen- 
dentes de voltagem são essenciais para esse mecanismo de sina- 
lização. Ao longo de toda a extensão do axônio estão os canais 
de Na" dependentes de voltagem (Fig, 13-5; veja também Fig. 
12-40)» que estão fechados quando a membrana está em repou- 
so ( = -60mV), mas se abrem rapidamente quando a mem- 
brana é despolarizada Lpcalmente, em resposta à acetilcolina (ou 
algum outro neurotransmissor), A despolarização induzida pela 
abertura dos canais de Na 4 força os canais dc K + dependentes 
de voltagem a se abrirem» e o efluxo de K' resultante repolariza 
a membrana locaSmente, Um rápido pulso de despolarização 
atravessa o axônio h medida que despolarizações locais desen- 
cadeiam uma rápida abertura de canais de Na 4 vizinhos e de- 
pois de canais de K 4 . Após cada abertura de um canal de Na 4 , 
segue-se um curto período refratário durante o qual aquele ca- 
nal não consegue se abrir novamente e, portanto, uma onda 
unidiredonal de despolarização move-se rapidamente do cor- 
po celular do neurônio para a extremidade do axònio, A sensi- 
bilidade ã voltagem dos canais iònicos é devida á presença, em 
posições críticas» de cadeias laterais de aminoácidos carregados, 
que Interagem com o campo elétrico através da membrana. Al- 
terações no potencial t rans membrana produzem mudanças con- 
formaei onais sutis na proteína do canal (veja Fig. 12-40). 

Na extremidade distai do axônio estão os canais de Ca 3+ 
dependentes de voltagem. Quando a onda de despolarização os 
atinge, eles se abrem e o Ca :+ entra, vindo do espaço extracelu- 
hr. Agindo como um mensageiro intracelular secundário» o Ca 1+ 
desencadeia então a liberação de acetilcolina por exoeitose na 
fenda sínáptica (veja (3) na Fig, 13-5). A acetilcolina se difunde 
à célula pós-rináptica (um outro neurônio ou miócito)» onde 
eh se liga ao receptor de acetilcolina e desencadeia a despolari- 
zação, Dessa forma, a mensagem é passada para a próxima célu- 
la do circuito. 

Notamos, então, que os canais iònicos transmitem sinais de 
duas maneiras: alterando a concentração ritosólica de um íon 
(como o Ca 21 )» que funciona como um mensageiro intracelular 
secundário, ou alterando o e afetando outras proteínas de 



Figura 13-5 - Papel dos canais iònicos abertos por voltagem c por 
ligantes na transmissão neural inicialmente, a membrana plesmática 
do neurônio pre-sinaptico é polarizada (interior negativo) por meio da 
ação da ATPase Na"K" eletrogônica que bombeia 3 Ma' para fora para 
cada 2 K" bombeados para dentro do neurônio (veja Fig. 12-33). (T) Um 
estímulo a esse neurônio produz um potencial de ação que se move ao 
longo do axònio (seta branca), distante do corpo celular. A abertura de 
um canal de Na" dependente de voltagem permite que o Na 4- entre e a 
resultante despolarização local induz á abertura dos canais de Na" adja- 
centes, e assim por diante. A direcional idade do movimento do potencial 
de ação é garantida pelo breve período refratário que se segue ã abertu- 
ra de cada canal de Na" aberto por voltagem, Q) Quando a onda de 
despolarização alcança a extremidade do axônio, os canais de Ca 2 * de- 
pendentes de voltagem se abrem, permitindo a entrada de Ca 2+ no neu- 
rônio pré-si náptico. d) O resultante aumento da [Ca 2 *] interna desenca- 
deia a liberação exodtica do neurotransmissor acetilcolina dentro dia fen- 
da prê-sináptita. (4) A acetilcolina se liga a um receptor no neurônio 
pôs-smápttcQp induzindo à abertura do canal iônieo dependente de ligan- 
te. © 0 Na" e o Ca 7 " extraçeMares entram através desse canal, despola- 
rizando a célula pós-sináptica. O sinal elétrico passou, dessa forma, para o 
corpo celular do neurônio pòs-sináptico e se moverá ao longo do seu axô- 
nio para um terceiro neurônio, por meio da mesma seqüência de eventos. 


membrana que sào sensíveis ao V m . A passagem de um sinal elé- 
trico através de um neurônio para o próximo ilustra ambos os 
tipos de mecanismos. 


Os neurônios possuem receptores de canais que 
respondem a uma variedade de neurotransmissores 

As células animais» especialmenle aquelas do sistema nervoso» 
contém uma variedade de canais sensíveis a Eiganlcs, voltagem 
ou a ambos. Os neurotransmissores 5-bidioxilnptamiiia Isero- 
fotiína)» glutanuto e glidíu, todos agem por meio de receptores 
de canais que sào «truluraJmente rebdonados ao receptor da 
acetikdina, A seroTonina e o gj ui ama to desencadeiam a abertu- 
ra de canais catiònkoa ((£’* Na" e Ca 2 *) .enquanto a ghcuia abre 
canais específicos para o Q . Canais catiónkos e aniónicos sio 
distinguíveis por diferenças sutis nos resíduos de aminoácidos 
que revestem o canal hidrofUico. Canais canônicos possuem 
cadeias laterais de Glu e Asp em posições cruciais, Quando al- 
guns desses resíduos ácidos são experimental mente substituí- 
dos por resíduos básicos, o canal catiònico é convertido em 
canal aniònko. 

Dependendo do ion que passa através de um canal, o li- 
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gante (neuro transmissor) para aquele canal ou despolariza ou 
hiper polariza a célula-alvo, Um neurônio normalmente recebe 
impulsos de vários outrtis neurônios» cada um liberando seus 
neurotransmissores característicos, com seus efeitos de despo- 
larização ou htperpdarização, O ¥ m de uma célula -alvo» por- 
tanto» reflele as informações integradas (Fig. 13-ld) vindas de 
múltiplos neurônios» A cdula responde com um potencial de 
ação apenas se as informações integradas levarem a uma des- 
polarização. 

Os receptores de canais para a accríkoJma, a giicina, o glula- 
mato e o-y-aminobutirko (GABA) são abertos por Ugantes cx- 
fracdularo Mensageiros infrocdulaies secundários — como 
cAMP, cGMP (3\5 f -GMP cíclico, um análogo próximo do 
íAMP), IP 3 ( inosiíot M^trifosfato), Ca :+ e ATP — regulam os 
canais iónicos de uma outra classe que, como veremos adiante» 
participa na transduçlo scnwrial da visão, olfato e gustação. 


Receptores Enzi má ticos 

Um mecanismo funda nienialmen te diferente de transduçáo de 
sinais é realizado pdos receptores enzimáricos, Essas proleinas 
possuem um domínio de ligação a um Jigante na superfície ex- 
tracelular da membrana plasmática e um sitio ativo de uma en- 
zima no lado àtosálico, com os dois domínios conectados por 
um único segmento transmembrana, Mais com u mente, o re- 
ceptor enzimático é uma proteína quinase que fosforila resíduos 
de tiroslna em protdnas-aivo específicas; 0 receptor da insulina 
ê 0 protótipo desse grupo. Outros receptores enzimáticos sinte- 
tizam 0 mensageiro intracelular secundário cGMP em resposta 
a sinais extraoehi lares. O receptor para o fator Jiri.il natriurétíco 
é típico deste tipo. 


O receptor da insulina é uma 
proteína tirosina quinase específica 

A insulina regula tanto o metabolismo quanto a expressão gêní- 
ea: o sinal da insulina passa do receptor da membrana plasmáti- 
ca para as enzimas dn metabolismo sensíveis á insulina e ao nú- 
cleo, onde estimula a transcrição de genes específicos. O recep- 
tor ativo da insulina consiste de duas cadeias a idênticas 
pmtetando-se para a face externa da membrana pfasmáticaeduas 
subun idades j$ transmembrana Com sua carboxitemunaJ proie- 
undu-sr dentro do cilosol (Fig. 13-6). As cadeias a contém o 
domínio de ligação da insulina e os domínios intracelulares das 
cadeias p contém a atividade da proteína quinase que transfere 
um grupo fosforila do ATP para 0 grupo hidroxila dos resíduos 
de Tvt em proteínas -alvo especificas. A sinalização por meto do 
receptor da insulina está ilustrada na Figura 13-7, Ela começa 
(etapa ©) quando a ligação da insulina ás cadeias a ativa as 
cadeias fl da iirosina quinase e cada monòmero ap fosforila re- 
síduos Tjt críticos próximos do oarboxitcrminal da cadeia fi do 
seu parceiiu no dimero Fssa autofosforilação abre o sítio ativo, 
permitindo que a enzima fosforíle r«*dumde lyr de «urras pm- 
lei nas- alvo. 

Uma dessas proteínas -alvo í etapa ©) é o substrato 1 do re- 
ceptor da insulina (IRS-1 — "insulin receptor íubstrate”), As- 
sim que fbsforílado nos resíduos de Tyr. IRS-1 torna-se o ponto 
de nucleaçào de um complexo de proteínas (etapa©) que trans- 
porta a mensagem do receptor da insulina aos alvos finais no 
citosol e no núcleo, através de uma longa série de proteínas in- 
termediárias, Primeiro, um resíduo de ©-Tyr na IRS-1 é ligado 
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Figura tl-6 - Receptor da Insulina Quando ativado pela insulina, 0 
receptor consiste de duas cadeias a na superfície externa da membrana 
plasmática e duas cadeias |i que atravessam a membrana e se lançam na 
face dtasóka. A ligação da insulina ás cadeias u desencadeia a dimeriza- 
ç3o de ambas as unidades ®P para formar g complexo e autofosfo- 
rilar os resíduos Tyr no domínio carfaoótanrvnail das subunidades p á 
autofnsf onlação ativa o domínio da tirosma quinase, que enlào catalisa a 
fosfonlação de outras proteínas-alvo 
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O domínio SH2 da Gd>2 ligu-se 
ao (gkiyr da IRS-1. Sos se liga a 
GrbZ. depois à Ras h provocando a 
Liberação de GDP e a ligação do 
GTP à Ras. 

© 

fUü ativada liga-se á 
Raf-l c a ativa. 


© 

Raf- ] fosforila MEK em dois 
residuos Ser,. ativando -a, MEK 
fosforíla MAPK cm um resíduo 
Thr c cm um resíduo Tyr, 
ativando-a. 


Figura 13-7 - Regulação da expressão gènica pela Insulina A 

via de smalizaçâo pela qual a insuiina regula a expressão de genes 
específicos envolve uma cascata de proteínas quinases, cada uma 
ativando a seguinte. 0 receptor da insulina é uma tirosina quinase 
espedfica, as outras quinases {todas mostradas em azul) fosforilam 
resíduos de Ser ou Thr. MEK é uma quinase de dupla especificida- 
de, que fosforila tanto um resíduo de Thr quanto um de Tyr em 
MAPK. A MAPK È algumas vezes chamada de ERK {''extracellular 
negulatated ^inase'', quinase regulada extracelu larmente); MEK é 
ativada por mitôgenos; SRF {"serum response fector-"} è um fator 
de resposta ao soro. 


© 

O receptor da insulina liga-se à 
insulina e sofre 
autofbsforüação nos seus 
resíduos Tyr carbositemninais. 


© 

O receptor de insulina 
fosforila IRS-1 nos seus 
residuos Tyr. 


ao domínio SH2 da proteína Grb2. (SH2 é a abreviação de <ç Src 
fiomology 2"; as sequências de domínios dc SH2 são semelhan- 
tes a um domínio em uma proteína chamada Src, Várias proteí- 
nas sinalizadoras contêm domínios SH2, todas as quais se ligam 
a resíduos de (j^-iyr em uma proteína parceira). Grb2, por seu 
lado, recruta uma outra proteína, Sos, para o complexo em cres- 
cimento. Quando ligada à Grb2, Sos catalisa a substituição do 
GDP por GTP ligado em Ras h uma de uma família de proteínas 
de ligação de nudeotídeos de guanosina (proteínas G) que me- 
deiam uma grande variedade de transdução de sinais. Quando o 
GTP estiver ligado em lias, poderá ativar uma proteína quinase, 
Raf-1 (etapa (4)), a primeira de três proteínas quinases {Raf-1, 
MEK e MAPK) que formam uma cascata na qual cada quinase 
ativa a seguinte pela fosforilação de um resíduo Ser (etapa (5)). 
A última proteína quinase, a proteina quinase ativada por mitó- 
geno (MAPK), é ativada pela FosForilação tanto de um resíduo 
de Thr quanto de um de Tyr. Quando ativada, ela medeia alguns 
dos efeitos biológicos da insulina entrando no núcleo e fosfori- 
lando proteínas como Elk I h que modula a transcrição de certos 
genes regulados pela insulina (etapa (6)). 

Os bioquímicos reconhecem agora que a via da insulina ê 
apenas um exemplo de um tema mais geral no qual sinais hor- 
monais, através de vias semelhantes à mostrada na Figura 13-7, 
levam à fosforilação de enzimas-alvo por proteínas quinases, O 


alvo da fosfor ilação é frequentemente uma outra proteína quina- 
se, que então fosforila uma terceira proteína quinase, e assim por 
diante. O resultado de um catalisador ativando um segundo ca- 
talisador que por sua vez ativa um terceiro catalisador é uma cas- 
cata de reações que amplifica o sinal inicial em várias ordens de 
grandeza (Fig, 13-lb). 

Grb2 não é a única proteína ativada pela associação com a 
[RS- J fosforilada. A PI-3 quinase (PI-3K) associa-se com a IRS- 
1 por meio de seu domínio SH2 (Fig, 13-8), Ativada dessa forma, 
P1-3K converte o fosfolipídio de membrana fosfatidilinositol 4,5- 
bifosfato (veja Fig. ] ] -13), também chamado de PIPj, em Fosfàti- 
dilínositol 3,4,5-trifosfato fPIPT, que indiretamente ativa uma 
outra quinase, a proteína quinase B (PKB). Quando ligada a PÍP* h 
PKB é fosforilada e ativada por uma outra proteína quinase, PQK I ► 
PKB fosforila então resíduos de Ser ou 7*hr nas suas proteínas- 
alvo, uma das quais é a glioogêmo sintase quinase 3 (GSK3), Na 
sua forma ativa, não -fosforilada, a GSK3 fosforila a glicogênio sin- 
tase» inativando-a e, portanto, diminuindo a síntese do glicogê- 
nio. Quando fosforilada pela PKB, GSK3 é ínativada. Dessa for- 
ma, prevenindo a ínativação da glicogênio sintase, a cascata da 
fosforilação de proteínas iniciada pela insulina estimula a sínte- 
se do glicogênio (Fíg, 13-8). Acredita-se também que a PKB de- 
sencadeie o movimento dos transportadores da glicose (GluT4) 
das vesículas internas até a membrana plasmática, estimulando 
a captação da glicose do sangue (veja Adendo J2-2). 
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A síntese do 
güccigfnio D 
partir da glicose 
é acelerada. 


GluT4 


ffi PKB estimula a movimentação do 
transportador da glicose GluT4 da 
membrana de vesículas internas para a 
membrana plasmátka, aumentando a 
captação de glicose. 


© 

GSK3, inarivada pela 
fnsforilaçãOp nio consegue 
converter a gücogènio sintase 
{G5) á sua forma inativa por 
fosfòrilaçâa, dessa forma GS 
permanece ativa. 


(T) IRS-1, fosforilada pelo receptor da 

insulina, ativa PI-3K pela ligação ao seu 
domínio 5H2. PI-3K converte PIPi cm 
PIPi. 


PIPj 

PIPj 

( 2 ) PKB ligada ao PIPj é fosforilada pela 
PDKI (não mostrado). Ativada dessa 
forma. PKB fosforila GfiK3 era um 
resíduo Ser, inativando-a. 


Figura 13-8 - Ativação da glicogènío sinta» pela insulina A transmissão dg sinal ê mediada pela PI-3 quinase (PI-3K) e pela proteína 
quinase B (PKB). 


O que impulsiona a evolução de .sistema tão complicado de 
regulação? Esse sistema permite que um receptor ativado ative 
várias moléculas de IR5-1, amplificando o sinal da insulina, o 
que proporciona a integração de sinais de vários receptores, cada 
um dos quais pode fosforiiar IRS-1. Além disso* pelo fato de 
1RS- 1 poder ativar qualquer uma de várias proteínas que con- 
têm domínios SH2. um único receptor atuando por meio de 
I RS- 1 pode desencadear duas ou mais vias de sinalização; a in- 
sulina afeta a expressão gênica por meio da via Grb2-Sos-Ras- 
MAPK e afeta o metabolismo do glidügêtlio por meio da via PI - 
3K-PKB, 

O receptor da insulina é o protótipo de vários receptores 
enzim áticos que possuem uma estrutura semelhante e uma ati- 
vidade de proteína tirosina quinase. Os receptores para o fa- 
tor de crescimento epiteüal e o fator de crescimento derivado 
das plaquetas, por exemplo, apresentam semelhanças estru- 
turais e de seqUênda com o receptor da insulina e ambos 
possuem uma atividade tirosina quinase que fosforila 
1RS-1. Muitos desses receptores dimerizam após a ligação do 
ligante; o receptor da insulina já é um d í mero antes de a insu- 
lina se ligar. 

Em adição aos muitos receptores que atuam como proteí- 
nas tirosina quinases, várias proteínas que se assemelham aos 
receptores da membrana pias m ática possuem uma atividadle de 
proteína tirosina fosfatage. Baseando-se na estrutura dessas pro- 
teínas, podemos supor que seus ligantes são componentes da 
matriz extracelular ou da superfície de outras células. Embora 
seus papéis de sinalização não sejam ainda bem entendidos 
como aqueles das proteínas tirosina quinases, elas claramente 
possuem o potencial de reverter a ação dos sinais que estimu- 
lam essas quinases. 


A guanilil ciclase é um receptor enzimático 
que produz O mensageiro secundário cGMP 

A guanilil ciclase (Fig. 13-9) é um outro tipo de receptor enzi- 
rnáticó, Quando ativada, ela produz a guun usina 3\5'-mono- 
fosfato cíclico (GMP cíclico ou cGMP) a partir do GTP: 



O GMP cíclico é um mensageiro secundário que transporta di- 
ferentes mensagens em diferentes tecidos. No rim e no intesti- 
no, ele desencadeia alterações no transporte tônico e na reten- 
ção de água; no músculo cardíaco* ele sinaliza relaxamento; no 
cérebro, ele pode estar envolvido tanto no desenvolvimento como 
nas funções do cérebro adulto. 
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Figura 13-9 - Dois tipos de guanilíl cidasa (isoenzimas) envolvidos 
na transdução de sinais, (a) O primeiro tipo existe em duas formas 
semelhantes que atravessam a membrana e sâo ativadas pelos seus li- 
gantes extraççlu lares: fator natnurútico atnal (ANF) (receptores nas célu- 
las dos duetos coletores renais e no músculo liso dos vasos sangülneos) e 
a guanilina (receptores nas células epiteliais intestinais). O receptor da 
guanilma é também alvo de uma endotoxina bacteriana que desencadeia 
diarréia grave, (b) O segundo tipo è uma enzima solúvel que é ativada 
pelo óxido nítrico intracelular; essa forma è encontrada em muitos teci- 
dos, incluindo músculo liso do coração e vasos sanguíneos. 


A guanilíl ciclase no rim é ativada pelo hormônio fator 
natriur ético atriaJ (ANF — “dtrial ttalriuretic jfáctor”), que é 
liberado pelas células do átrio do coração quando ele é distendi- 
do pelo aumento do volume sangüíneo. Transportado no san- 
gue até o rim, o ANF ativa a guanilíl ciclase nas células dos due- 
tos coletores (Fig. 13- 9a). O aumento resultante na concentra- 
ção do cGMP desencadeia o aumento na excreção renal do Na r 
e, conseqüentemente, de água. Â perda de água reduz o volume 
sanguíneo, contrapondo-se ao estímulo que inidalmente levou 
à secreção do ÀN R Os músculos lisos dos vasos sangüíneos tam- 
bém possuem um receptor guanilil ciclase para o ANF; ligando- 
se a esse receptor, o ANF produz, um relaxamento do vaso san- 
güíneo (vasodilatação), que reduz a pressão sanguínea. 

Um receptor guanilil ciclase semelhante, na membrana p] as- 
mática das células epiteliais do intestino, é ativado por um pep- 
tíden intestinal, a guanilina, que regula a secreção de CT no in- 
testino. Esse receptor é também alvo de uma endotoxina peptí- 
dica estável ao calor, produzida pela E. coli e outras bactérias 
gram-negativas. À elevação na concentração de cGMP produzi- 
da pela endotoxina aumenta a secreção de G“ e, consequente- 
mente, diminui a reabsorção da água pelo epítélio intestinal 
produzindo a diarréia. 

Uma isoenzima distintamente diferente da guanilíl ciclase é 
uma proteína citosólica com um grupo heme fortemente asso- 
ciado (Fig. 1 3-9b). Essa enzima é ativada pelo óxido nítrico (NO). 
0 óxido nítrico é produzido a partir da arginina pela NO sinta- 
se, dependente de Ca 3+ , presente em muitos tecidos de mamífe- 
ros, e se difunde de sua célula de origem para as células próxi- 
mas. O NO é suficien temente não-polar para atravessar as mem- 
branas pbsmáticas sem um transportador. Na célula-alvo, ele se 
liga ao grupo heme da guaníiil ciclase e ativa a produção de cGMP. 
No coração, o cGMP leva a contrações menos potentes, estimu- 
lando as bombas iònícas que expelem o Ca 2+ do dtosol 



Arginina 


Citriilina 


Esse relaxamento induzido pelo NO no músculo cardíaco è 
semelhante á resposta induzida pelas cápsulas de mtroglicerina 
e outros nítrovasodüatadores que são ingeridos para aliviar a 
angina; a dor causada pela contração de um coração desprovido 
de 0 2 por causa de artérias coronarianas bloqueadas. O óxido 
nítrico é instável e sua ação é rápida; dentro de segundos após 
sua formação, ele sofre oxidação a nitrito ou nitrato. Os nitro- 
vasodilafãdores produzem um relaxamento duradouro do mús- 
culo cardíaco porque se degradam após várias horas, mantendo 
uma concentração estável de NO. 

Acredita-se que a maioria das ações do cGMP seja media- 
da pela proteína quma.se dependente de cGMP, também cha- 
mada de proteína quinase G ou PKG, a qual fosfòrila resíduos 
de Ser e Thr nas proteínas -alvo quando ativada pelo cGMP. Os 
domínios regulatórios e catalíticos dessa enzima estão presen- 
tes em um polipeptídeo único (M T -*80.000). A ligação do cGMP 
Força uma parte semelhante ao substrato do domínio regula- 
tório, para fora do sítio de ligação do substrato, ativando o 
domínio catalítico, 

O GMP cíclico possui um segundo modo de ação no olho 
dos vertebrados; de induz canais iônicos específicos a se abri- 
rem nas células dos cones e bastonetes da retina. Voltaremos a 
esse papel do cGMP em nossa discussão sobre a visão. 


Receptores Ligados à Proteína G 
e a Mensageiros Secundários 

Um terceiro mecanismo de transdução de sinais, distinto dos 
canais iónicos e dos receptores en/i má ticos, é definido por três 
componentes essenciais: um receptor na membrana ptasmática 
com sete segmentos transmembrana, uma enzima na membra- 
na plasmática que produz um mensageiro secundário e uma 
proteína ligante de GTP que se dissocia do receptor ocupado e 
se liga à enzima, ativando- a. O receptor p-adrenérgico, que me- 
deia os efeitos da adrenalina (Fig. 13-10) em muitos tecidos, é o 
protótipo desse terceiro tipo de sistema de transdução. 



Adrenalina 


Figura 13-10- Adrenalina Esse composto, também chamado de adre- 
nalina, é liberado das glândulas ad renais e regula o metabolismo energé- 
tico na músculo, fígado e tecido adiposo. Ele também fgnclona como um 
neurotransmissor nos neurônios adrenérgicos 
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O sistema do receptor p-adrenérgko atua 
por meio do mensageiro secundário cAMP 

A ação da adrenalina começa quando o hormônio se liga a uma 
proteína receptora na membrana pksrnátiea de uma etiluta sen- 
sível ao hormônio. Os receptores adrenérgicos são de quatro 
tipos gerais, definidos por diferenças sutis em suas afinidades e 
respostas a um grupo de agem islãs e antagonistas. Agonistas são 
análogos estruturais que se ligam a um receptor e mimetizam os 
efeitos de seu ligante natural; antagonistas são análogos que se 
ligam sem desencadear o efeito normal e, portanto, bloqueiam 
os efeitos dos agonistas. Os quatro tipos de receptores adrenér- 
gicos (a L> a 2l ph p 2 ) são encontrados em tecidos- alvo diferentes 
e medeiam respostas diferentes à adrenalina. Aqui focalizaremos 
os receptores p-adrenérgícos do músculo, fígado e tecido adi- 
poso. Esses receptores medeiam alterações no metabolismo ener- 
gético» como descrito no Capítulo 23, incluindo o aumento na 
degradação do glicogênio e das gorduras. 

O receptor p-adrenérgico é uma proteína integral com sete 
regiões hidrofóbieas de 20 a 2S resíduos que serpenteiam para 
trás e para a frente» sete vezes» através da membrana plasmática. 
Essa proteína é membro de uma família muito grande de recep- 
tores, todos com sete hélices transmembrana, que são comu- 
mente chamados de receptores serpenteantes. A ligação da adre- 
nalina a um sítio profundo no receptor dentro da membrana 
(Fig. 13-11, etapa (T)) aparentemente promove uma alteração 
conformacional no domínio intracelular do receptor que per- 
mite sua interação com a segunda proteína na via de transduçâo 
de sinais, uma proteína G estimula tór ia, trimérica, que se liga 
ao GTP; ou G a CG ítimulatory"), no lado citosóüco da mem- 


brana plasmática. Alfred G. Gilman e Martin Rodbell descobri- 
ram que, quando o GTP está ligado à G s , ele estimula a produ- 
ção de cAMP pela adenilil dclase (veja pág. 351 } na membrana 
plasmática. A função de G», como um interruptor molecular, 
assemelha-se àquela de uma outra classe de proteína G tipifi- 
cada pela Ra s, discutida anteriormente no contexto do recep- 
tor da insulina. Estruturalmente, G* e Ras são bastante distin- 
tas; proteínas G do tipo Ras são monômeros de cerca de 20kDa, 
enquanto as proteínas G que interagem com os receptores ser- 
penteantes são trímeros de trés subun idades diferentes» a {M, 
43. DOO), P (M r 7,500) ey (M t 10,000), 


V . 


Atfred G Gilman 



Martin Rodbell 
(1925-Í99B) 



Figura 13-1 1 - Transdução do sinal da adrenalina: a via p-adrenérgtca As sete etapas do mecanismo que acopla a ligaçao da adrenalina 
(A) 50 seu receptor (Rec) com ativação da adenilil dclase (AC) são discutidas no texto. A mesma molécula da adenslil cidase na membrana 
plasmática pode ser regulada por uma proteína G estimulatória {Gj r como mostrado, ou uma proteína G inibitória (G,), não mostrada G*eG, 
estão sobne a influência de horm&nios diferentes. Os hormÇnios que induzem a ligação do GTP em G produzem uma inibição da adenilil 
cidase, resultando na diminuição da [cAMP] celular. 
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Quando o síüo de ligação do nucleoüdico da G* (na subu- 
n idade a) estiver ocupado pelo GTR G a estará ativa e poderá 
ativar a adeniUl cicUst; com o GDP ligado ao sítio, G s estará 
inativa, A ligação da adrenalina capacita o receptor a catalisar o 
deslocamento do GDP ligado pelo GTP, convertendo G* â sua 
forma ativa (Fig. 13-11, etapa (2)). À medida que isso ocorre, as 
subunidades J3 e y da G í dLssocíam-se da subunidade a e com 
seu GTP Ligado, move-se no plano da membrana do receptor para 
uma molécula próxima, de adenilil ciclase (etapa ©), A é 
mantida ligada covalen temente à membrana por um lipídio. 

A adenilil ciclase (Fig. 13-12) é uma proteína integral da 
membrana plasmática com seu síüo ativo na face citosóiica. Ela 
catalisa a síntese do cAMP a partir do ATR 



Adenosina 3 r ,5 r -nií>iicifosfatjO 
cíclico (cAMP) 

A associação da com a adenilil ciclase estimula a enzima a 
catalisar a síntese do cAMP (Fig, 13-11, etapa (?)), elevando a 
[cAMP| citosóiica. Essa estimulação pela é autolimitantei 
Gaa é uma GTPase que se desliga convertendo seu GTP ligado 
em GDP (Fig. 13-13). A G m , agora inativa, dissocia -se da adeni- 
lil ciclase, tomando a enzima inativa. Depois que a G 5Ct se reas- 
socia com as sub unidades [3 e y (G^). G s estará novamente dis- 
ponível a interagir com um receptor ligado ao hormônio, 

Um efeito da adrenalina é ativar a fosforilase b do glicogé- 
nio. Essa conversão é promovida pela enzima fosforilase í? qui- 
nase, que catalisa a fosforílação de dois residuos específicos 
de Ser na fosforilase b, convertendo-a em fosforilase « (veja 
Fig, 8-28), O AMP cíclico não afeta a fosforilase b quinase 
diretamente. Mais precisamente a proteína quinase depen- 
dente de cAMP, também chamada de proteína quinase A ou 
PKA, que é alostericamente ativada pelo cAMP, catalisa a fos- 
forilação da fosforilase b quinase inativa, produzindo a For- 
ma ativa (etapas {© e (^) na Fig, 33-11), 

À forma inativa da PKÁ contém duas subunidades catalíti- 
cas (C) e duas subunidades regulatórias (K.) (Fig, 13- 14a), que 
são semelhantes em seqüéncia aos domínios catalíticos e regu- 
Latórios da PKG (proteína quinase dependente de cGMP), O 
complexo tetramérico R 2 C 2 é cataÜticamente inativo, porque um 
domínio auto-inibitório de cada subunidade R ocupa o sítio de 
ligação do substrato de cada subunidade C. Quando 0 cAMP se 



Rgura 13 12 - A interação da G ta com a adenilil ciclase 0 núcleo 
catalítico solúvel da adenilil ciclase (azul) r separado de sua Sncora na mem- 
brana,, foi co-cristalizado com G,„ (verde) para dar esta estrutura de cris- 
tal. O terpeno de plantas forskolm (amarelo) é uma droga que estimula 
fortemente a enzima, e 0 GTP (vermelho) ligado ã desencadeia a 
interação de G Sw com a adenilil ciclase. 


© 

G* cem o GDP 
ligado é desativada; 
da não consegue 
ativar a ndenilil 
dclase. 


<D 

O contado da G, com 
o complexo homnP- 
nio- receptor induz o 
deslocamento do 
GDP ligado pelo 
GTP. 


© 

G* com o GTP 
ligado se dissocia 
nas subunidades a 
e Py. G„-GTP é 
acionado; ele pode 
ativar íi adenilil 
ciclase. 



© GTP ligadu a é hidrolisado pela proteína de CTPasc 
intrínseca; tomando-o, pori antes inativo, A subun ida- 
de a inativa rcassoria-sc com as subunidades Jí c y 


Figura 13-13 - A autó-inativaçâo de G t . As etapas são descritas no 
texto. A atividade GTPase mtrln&eca da proteína , estimulada pelas proteb 
nas RGS ("neguíators of G protein signa Img), determina quanto rapida- 
mente o GTP ligado è hidralisado em GDP e. portanto, por quanto tem- 
po a proteína G permanecerá ativa, 
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PKA inaüva 

Subunidades regulatórias: 
sítios do cAMP vazios. 

Subunidades catalíticas; 
sitias de ligado do substrato 
bloqueados pelos domínios 
auto-inibitórios das 
subunidades R. 


Subunidades regulatórias: 
domínios auto -inibitórios 
escondidos. 



PKA ativa 

Subunidades catai Éticas: 
sítios de ligaçãu aos 
substratos abertos. 




(a) (b) 

Figur? 13-14 - Ativação da proteína quinase dependente de cAMP, PKA. (a) Na tetrâmeto R 2 C 2 ioãtivó. ü daminio auto inibitório de 
uma subunidade regulatôria (R) ocupa o sitio do ligação do substrato, imbindo a atividade da subunidade catalítica (C). O AMP cíclico ativa a 
PKA induzindo a dissociação das subunidades C com as subunidades inibitórias R Isso permite que a PKA fosforiíe uma variedade de 
substratos protêicos (Tabela 13-3) que contem a seqüència consenso (veja Tabela 8-9) r incluindo a fosforilase h quinase. (b) Uma subunidade 
C da PKA. Um potente inibidor peptldico (PKI), que mimetiza os substratos normais para a fosforilação, é mostrado aqui ocupando o sitio de 
ligação do substrato. PKI está em vermelho e o ATR no sitio ativo, em azul. Esse inibidor contém a seqüència Arg-Arg-Gin-Ala-lle, que 
corresponde ã seqüència consenso reconhecida pela PKA, exceto que o resíduo de Ser fosforilado em um substrato é substituído por um 
resíduo de Ala no inibidor 


liga a dois sítios em cada subunidade K* a subunidade R sofre 
uma mudança conformadonal e o complexo R 2 C : se dissocia 
produzindo duas subunidades C livres,, catai iticamen te ativas, 
Esse mesmo mecanismo básico — deslocamento de um domí- 
nio auto-inibitório - — medeia a ativação alostérica de muitos 
tipos de proteínas quinases por seus mensageiros secundários. 

A transduçãode sinal pela adenilil cidase envolve várias eta- 
pas que amplificam o sinal hormonal original [Fig. 13-15). Pri- 
meiro, a ligação de uma molécula de hormônio a um receptor 
ativa cataliticamente várias moléculas de G s . Em seguida* pela 
ativação de uma molécula da adenilil cicia se, cada molécula ati- 
va de G k< estimula a síntese catalítica de muitas moléculas de 
cAMP. O mensageiro secundário cAMP ativa agora a PKA* que 
por sua vez catalisa a fosforilação de muitas moléculas da prote- 
ína- alvo (fosforilase b quinase). Essa quinase ativa a fosforilase 
írdo glicogênioi que leva à rápida mobilização de glicose a partir 
do glicogênio. O efeito final da cascata é a amplificação do sinal 
hormonal* em várias ordens de grandeza, o que explica a con- 
centração muito baixa da adrenalina {ou qualquer outro hor- 
mônio) requerida para a atividade hormonal, 

PKA regula várias enzimas* além da fosforilase b quinase 
(Tabela 13-3), Embora as proteínas reguladas pela fosforilação 
dependente do cAMP possuam diversas funções* elas comparti- 
lham uma região de sequência semelhante em volta do resíduo 
de Ser ou Thr que sofre fosforilação* uma seqüència que as mar- 
ca para a regulação pela PKA* A comparação da seqüència de 
vários substratos proteicos da PKA produz a seqüència consen- 
so — o mínimo de resíduos vizinhos específicos necessários para 
marcar uma Ser ou Thr para a fosforilação (veja Tabela 0-9), 


O ÀMP cíclico* o mensageiro secundário intracelular nesse 
sistema, é de vida curta. Ele é rapidamente degradado pela nú- 
cleo tídeo cíclico fosfodiesterase até 3'-AMP {Fig. 33-1 1, etapa 
(?))* que não é ativo como mensageiro secundário: 



O sinal intracelular, portanto, persiste apenas enquanto o recep- 
tor do hormônio permanecer ocupado pela adrenalina. Metíl- 
xantinas tais como a cafeína e a teofilina (um componente do 
chá) inibem a fosfodiesterase, au menta ndo a vida média do 
cAMP e, portanto, potência ndo agentes que atuam estimulan- 
do a adenilil ciclase. 
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Tàbela 13-3 - Algumas enzimas reguladas pela fosforilaçao dependente da cAMF (pela FKA) 


Enzima 

5eqüénciafoiforil*d«* 

Via 

Gkog&mo ynlase 

RASCI3SS 

Síntese do glic ogén io 

Fú^Ofilasé b qumase 

VEFRÉlSl feubumdadé a ) 
RTKRSGSV (sóbumdade 

Degradação do ghcogéne 

Pruvato dundse < fígado de ralo) 

GVLRRASVAZL 

cãaãfct 

Completco da pruvalo desóiogenas* íLpo ü 

GYIRRASV 

Piruvato a acetJ-CoA 

üp*e serrvrtt a hormônio 

PMRRSV 

Mob kzação taaotyCCrOl e ojwiaçãa dos iodos graws 

Fodoífutoqu naserfrut ow-2 . 6-íxf otfa tne 

LORRBGS&ffQ 

Qxd«^konngPetf 

TiíOSíOa rwàoriase 

flGARQSL 

Sànrae da l-DOPA. doparona, adrenakna. noradretiafcna 

Historu Kl ' 

AKRÍASGPÍV& 

Condensação do DNA 

ttstona H2B 

KXAKAVRKÉSVSuWYK 

Condensação do ONA 

Fostoterabam cardíaco intracelular 
tregutacky efe ina bomba csrútàcà) 

A*RAST 

Regulação da Kd‘| miraceíulãr 

inibidor- 1 da proteína fostetese-T 

iRftRRFTP 

Regulação da desfoslootação de protetnas 

cm 

ILÍRRPSY 

Regulação da expressão gtniça por cAMP 

PKA (sequência consenso) 1 

XftWlQX5/nB 



0 residuü fasfeullaao Sou T está mostrado em vermeiha Todos os resíduos são mostrados em suas abreviações com uma leira (veja Tabela 5-1). 
r Xé um aminoicldo qualquer; & & umamlnoacido hidrofòbico qualquer 



* moléculu 



sangüíneii 


Figura 13-15 - A cascata da adrenalina A adrenalina desencadea 
uma série de reações nos hepatúciios ondé catalisadores ativam catalisa- 
dores, resultando em uma grande amplificação do Sinal. A ligação de um 
pequeno número de moléculas da adrenalina a receptores p-adrenérgi- 
tcn, espéciticos na superfície celular ativa a adenilil cidase. Para ilustrar a 
Htiptificaçâo, mostramos 40 moléculas de cAMP produzidas por cada 
molécula de adenilii cidase, as 40 moléculas de cAMP ativam 1 0 molécu- 
las de KA, cada molécula de PKA ativa 10 moléculas da enzima seguin- 
te, e assim por diante Essas amplificações provavelmente estão grosHa- 
■amem* subestimadas. 


O receptor fhadrénèrgico ê 
dessensíbilizado pela fosforilação 

Como mencionado antefiormeote. os sistemas de transdução 
de sinal sofrem dessensibilização quando o sinal persiste. A des- 
sensibilização do receptor p-adrenérpeo é mediada por uma 
proteína quinas? que fosfortla o receptor no domínio (intrace- 
lular) que nonnabntmc interage com G* (Bg, 15- 16), Quando 
o receptor for ocupado peia adrenalina, a quinasc do receptor 
P adrenergjco í(3ARX, “P-ddraiergk receptor tinas?" ) fosfori- 
la resíduos de Ser próximos do carboxiterminal do receptor. 
Normalmentr localizada no citosol, a pARK e puxada para a 
membrana plasmilka por sua associação com as subumdadcs 
e dessa forma é posicionada para fosfbribr o receptor. A 
fctsforibção cria um sítio de ligação para a p rolei na p-arrestina. 
c a ligação da arrestina efetiva mente previne a interação entre o 
receptor ç □ proteína G. A ligação da arrestma também facilita o 
se qü estro do receptor, a remoção dos receptores da membrana 
plasmática porendodtose em vesículas intracelulares pequenas. 
Os receptores nas vesículas endocílkas são defbsforiladas, retor- 
nando então ã membrana pia sm ática, completando o circuito e 
ressensibilizando o sistema da adrenalina. A quiiu.se do receptor 
P-adrenérpco é um membro da família das proteínas CJ acopla- 
das às quinases do receptor (GKKs, m G proiein-coupled receptor 
tinas»"). todas as quais fosforilam receptores serpenieanics em 
seu domínio carboxiterminal eitmólico e desempenham funções 
semelhantes àqudas da pARK na dessensibilização e ressensibi- 
Eização de seus receptores. 

O AMR tidko atua como um mensageiro 
secundário para várias moléculas regula tonas 

A adrenalina t apenas um dc muitos hormônios, fatores de cres- 
cimento e outras moléculas regulatortas que agem alterando a 
(cAMP] intracelular e, portanto, a atividade da PKA ( TaMa 13-4). 
Por exemplo, o glucagon liga-se a seu receptor na membrana 
plasmática dos adipòdtos, ativando (via uma proteína Gj a ade- 
niiil cidase. A PKA, estimulada pela elevação na [cAMFj, jbsfo- 
ri la e ativa a lipase do triadlglicetol, levando à mobilização dos 
A eidos graxos. Semel ha nl emente, o hormônio peptfdeo ACTH 
(hormônio adrenocoriicoirôfico, também chamado de cortico- 
irofina), produzido pela hipófise anterior, liga-se a receptores 
específicos no córtex adrena]. ativando a adenilil cidase e ele- 
vando a |cAMPj intracelular. A PKA fosforila e ativa então vá- 
rias das enzimas requeridas para a síntese da coiiisona t outros 
hormônios esteróides, 




Figura 13-16 - Dessensibilização 
do receptor p-adrenérgíco na pre- 
sença continuada de adrenalina 

Esse processo é mediado por duas 
proteínas: a proteína [t-adrenérgica 
qginase ((JARK) e a JJ-arrestina (parr). 


© 

[larr Liga-se ao domínio 

tarboxitcrminaJ 

fosfò rifado do receptor 


© 

Na vesícula endotitica» 
a arreatira te dissocia; o 
receptor é desiwforüado e 
retoma i superfície celular 


© 

G,^ recruta fJARK h 
membrana, onde ela fosforila 
resíduos dc Ser e Thr no 
carbonitcTiTiina] do receptor. 


© 

A ligação da adrenalina (A) 
ao receptor p-adrenérgieo 
desencadeia a dissociação 
de G m da G JÍT . 


Tabela 13-4 - Alguns sinais que usam d cAUP como mensageiro 
secundário 

Corticotmfina (AC TH) 

Hormônio liberador da corticotrofina (CFtH) 

Dopamma [D-1, D-2]* 

Adrenalina {(3-adnenÉrgieo) 

Hormônio follculo-estimulante (FSH) 

GluCagon 
Histamina [H-21* 

Hormônio iuteinizante (LH) 

Hormônio estimulante dos meíanúcrtps (MSH) 

Odorantes (muitos) 

Hormônio da paratireóide 
Pnostag landi nas Et, E 2 (PGEi. PGE 2 ) 

Serotonina [ 5 -HT-Iq, 5 -HT- 2 ]* 

Somatostatina 
Gustativos (doce, amargo) 

Hormônio estimulante da tireôtde (TSH) 

'Alguns sinais possuem dois ou mais subtipos de receptores (mostrados em 
colchetes), que podem possuir mecanismos de transdução diferentes. Por 
exemplo, a serotonina è detectada em alguns tecidos pelos subtipos de re- 
ceptor 5-HT-la e 5-HT-lb, que atuam por meio da ademlü cidase e do cAMR e 
em outros tecidos pelo subtipo de receptor 5-HT-1c, atuando por meio do me- 
canismo da fo5folipase CHP 3 (veja tabela 13-5). 

Alguns hormônios atuam inibindo a íidenilil cidase, dimi- 
nuindo os níveis do cAMP e suprimindo a fosforilaçáo protéiôa. 
Por exemplo, a Ligação da somatostatina ao seu receptor leva à 
ativação de uma proteína G inibitória ou Gj, estruturalmente 
homóloga à que inibe a adenilil ciclase e diminui os níveis 
[cAMP], A somatostatina, portanto, contrabalancei a os efeitos 
do glucagon. No tecido adiposo, a prostaglandina E, (PGB^ veja 
Fig, 1 1 -16b) inibe a adenilil ciclase, abaixando, portanto, [cAMP] 


e diminuindo a mobilização das reservas de lipídios desencade- 
adas pela adrenalina e pelo glucagon. Em alguns outros tecidos, 
PGE| eslimuia a síntese do cAMP pelo fato de seus receptores 
estarem acoplados à adenilil ciclase por meio de uma proteína G 
eslimulatória, G s , Km tecidos com receptores a-adrenérgieos, a 
adrenalina diminui a |cAMP| porque os receptores etn estão aco- 
plados a adenilil ciclase através de uma proteína G inibitória» Gj, 
Em resumo, um sinal extraeelular» como a adrenalina ou PGE L , 
pode ter efeitos bem diferentes em tecidos ou células diferentes, 
dependendo dc ( 1 ) tipo do receptor, (2) tipo da proteina G (G, 
ou Gj) com a qual o receptor estiver acoplado, c (3) conjunto das 
enzima s-alvo da PKA na célula, 

Dois mensageiros secundários são 
derivados dos fosfattdilinositóis 

Uma segunda classe de receptores serpenteantes está acoplada, por 
meio de uma proteína G, a uma fosfolipase C da membrana pias- 
mátiea que é específica para o lipídio da membrana plasmática fos- 
fatidilinositol 4,5-bifosfato (veja Fig. 1 1-13), Essa enzima» hormò- 
nio-sensível, catalisa a formação de dois potentes mensageiros se- 
cundários: diacilglicerol e inositol L , 4,5- trí fosfato ou IP, ( para não 
ser confundido com PÍP 3 (p. 347)). Quando um hormônio dessa 
classe (Tabela 13-5) se liga a seu receptor específico na membrana 
plasmática (Fig. 13-L7, etapa (T)}» o complexo receptor- hormô- 
nio catalisa a troca GTP-GDP em uma proteína G associada» G,, 
(etapa (2))» ativando-a exatamente como o receptor P-adr enérgi- 
co ativa G, (Fig, 15-1 1 ). A G q ativada» por sua vez., ativa a losfoli- 
pase C de membrana específica (etapa (3)), que catalisa a produ- 
ção dos dois mensageiros secundários pela hidrólise do fosfati- 
dilinositol 4,5-bifosfato na membrana plasmática (etapa (4)h 
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Tabela 13-5 - Alguns sinais que atuam por meio da fosfolípase C 
e do IPj 

Acetilcotina [muscarinicú Md 
Agonistas ct.-adrenérgicos 
Angiggenina 
Angiotensina II 
ATP [P 3 * e Pi,]* 

Auxina 

Peptfdeo liberador de gastrina 
■Cjlutamato 

Hormônio liberado* de gooadotroftnas (GRH) 

Histamina [Hil* 

Luz ídrosôfila) 

Ocitoóna 

Fator de crescimento derivado de plaquetas (POGF) 

Serotonina [5-HT-lc]* 

Hormônio liberador de tirotrofina (TRH") 

Vasopressina 

* Subtipos de receptoí estão entre colchetes, veja rodapé da Tabela 1 3-4. 



Retículo endoplasmãtico 


@ IPj liga-se .i um receptor 
específico do retículo 
cndoplusmAiicu, liberando 
Ca 2 " seqüestrado. 


PiadlgliceroL 


Citosol 


Proteína 
quinase C 


Diadiglurerol e Ca 24 ativam a 
proteína quinase C na superfície 
dia membrana plasmátka. 


A fbsfcrilaçto das proteína» 
celulares pela proteína quinase C 
produz algumas das respostas 
celubres ao hormônio. > 


Figura 13-17 - A fosfolipase C ativada por 
hormônios e o IPj, Dois mensageiros intrace- 
lulares sao produzidos no sistema da íosfatidi- 
linggitol sensível a hormônios: □ inositol 1 r 4 r 5- 
írifosfato {IPq} e o diadlglicerd. Ambos contri- 
buem para a ativado da proteína quinase C. 
Ao elevar a [Ca 2 *] citosúlica, o IP 3 também ati- 
va outras enzimas dependentes de Ca 24 ; dessa 
forma r d Ca 24 também atua como mensageiro 
secundário. 


® 

PLC ativa cliva o fosfatidíllnositol 
4,5-difosfkto cm inositol crifosíàto 
(IPj) e diadlglicerolr 


Espaço extracelular 


Fosfblipase C (PLC) 


® 

Qn ligada ao GTP 
desloca-se até PLC 
e a ativa. 


Membrana plasm ática 


O hormônio (H) liga-se a 
um receptor especifico. 


Receptor 


O receptor 
ocupado induz a 
troca GDP-GTF 
na G. . 


O inositd trifosfato { I P j ) h produto solúvel em água da ação 
da fosfolipase C, difunde-se da membrana plasmálica para o re- 
tículo endoplasrúátícot cmde se liga a receptores IP, específicos e 
induz a abertura de canais de Ca-' dentro do RE O Ca 1 ' scqüev- 
trado é, portanto. liberado dentro do dtosol (etapa ©). A |Ca*' j 
cito&ólica eleva- se rapidamente a cerca de I0^M. Um efeito da 
devação da |Ca ! ' J é a ativação di proteína quinas? C I PKO. O 
dbcilglkefol coopera com o Ca'* na ativação da PKC c. porun 
lo, é também um mensageiro secundário (etapa A PKC fos- 
forila resíduos dc Scr ou Thr de proteínas-alvo específicas, alte- 
rando suas atividades catalíticas (etapa ©). A proteína quinase 
C possui várias isocnnmas, cada mm com uma distribuição te- 
cidual característica» proteínas-alvo especificas e funções tecido- 
específicas. 

A ação de um grupo de compostos conhecidos como pro- 
motores de tumores é atribuída aos seus efeitos na PKC. D mais 
bem conhcctdn dentre etes, ns ésteres de fnrboi são compostos 
sintéticos, potemes ativadores da PKC. Eles a paren lemente mi 
metizam a ação celular do diacílglicerol como mensageiros se- 
cundários. mas. diferentemente dos diac%liceróts de ocorrên- 
cia natural des não são rapidamente metabol irados. Pela contí- 
nua alivaçáo da PKC. esses promotores t um orais sintéticos 
interferem na regulação normal do crescimento e da divisão ce- 
lulares (disculida mais adiante neste capítub). 



D cálcio é um mensageiro secundário 
em muitas transduções de sinais 

Em muitas células que respondem a sinais evírace lutares. o Cr ' 
funciona como um mensageiro secundário que desencadeia res- 
postas intracelulares como a exodtose nos neurônios e nas cé- 
lulas endòcrinas. á contração no músculo ou os rearranfos ru> 
citoesqueleto durante o movi mento amebókk. Normalmemc, 
a [Ca' 4 1 citosdlica é manuda muito bauta {<10 MI pela ação 
das bombas dc Ca' * mt RE, na mttocõndna e na membrana 
plasma rica. Estimulo* hormonais, ncuraisou outros produzem 
ou um influxo dc Ca ;< para dentro da célula por meio dc canais 
deCa' J específicos na membrana plasmitica ou uma liberação 
dn Cn ; * seqUeslrado no RE ou na mitocàndria. em ambos os 
casos elevando a |Ca 1+ ) citosõlica e desencadeando uma res- 
posta celular. 

Muito com u mente, a )Ca :i ] não aumenta e depois decai sim- 
plesmente. mas s j m oscila com um período de alguns segundos 
(Fig. 13-18), mesmo quando a concentração extracélulíir da 
hormônio permanece constante. O mecanismo que está subja- 
cente às oscilações da 1Ca i+ j presumivelmente envolve a regula- 
ção por retroalimentação do Ca 2f tanto da fosfoíipase que pro- 
duz IP, quanto do canal iõnico que regula a líberaçin do Ca íh 
do RB. Qualquer que seja o mecanismo, o efeito é que um tipo 
de sinal (concentração hormonal, por exemplo) é convertido em 
outro (frequência e amplitude dos picos da [Ga ?+ |). 




Figura 11-18 - Desencadeamento de oscilações na (Ca 1 *] intracelu- 
lar por sinais extrace lutares (■) Um corante (lura) cuja fluorescência 
» altera quando ele se liga ao Ca Jí ê permitudci se difundir dentro da 
célula e sua emissão de luz é metida pelo mtcroscúpio de fluorescência. 
A intensidade fluorescente Ç representada em cores, a escala de cores 
relata a incensidaoe da tor ao (cá* 1 L permitindo a determinação da [Ca**! 
absoluta Neste casa . os limOatos foram esiimutados com ATP extratelu- 
lar. que eíçva a sua [Ca^l interna As Células são heterogéneas em suas 
respostas, algumas possuem alta lCa r ’'3 muacelulár («ermelho), outras, 
muito menores (azul) íb) Quando tal sonda fo usada para metir a [Ca 1 *! 
em uri tiepatôCTto rsoíado. observamos <jue o amagonsta nocatien^na 
causou oscüações da [Cr ‘1 de ZOO a SOOnM Osciaçôes semelhantes são 
induzxlas em outros tpos celulares por outros sei*s e*tracekjlara_ 


Alterações na |Ca : ~] intracelular são detectadas por proteí- 
nas que se ligam ao cálcio e regulam uma variedade de enzimas 
dependentes de Ca~\ A calmoduÜna (QtM; M r 17.000) é uma 
proteína addica com qual to sítios de Ligação ao cálcio de du 
afinidade. Quando a |Ca J * j inlracdular se eleva a cerca de IG^M 
( IjiM), a ligação do Ca 1 ' à calmnduíina direciona uma mudan- 
ça conformacional (Fig. 13-19), A Cãlmodulina associa-se com 
uma variedade de proteínas e. no seu estado ligada ao cálcio, 
modula suas atividades. A calmodulm.i é um membro de uma 
família de proteínas ligantes do cálcio, lamhém incluindo a tro- 
ponina [p, 184), que desencadeia a contração cio músculo es- 
quelético em resposta ao aumento da |Cá* + ]. 

A cálmodulina é uma subun idade integral da proteína qui- 
nase dependente de calmodulina e Ch 2t {CoM quinase). Quan- 
do a | Ca í+ ] intracelular aumenta em resposta a alguns estímulos, 
a calmtxJulina liga-se ao Ca Jk , sofre umu mudança na conforma- 
ção e ativa a CaM quinase. A quinase fosfarila então várias enzi- 
mas-alvo, regulando suas atividades. A calmodulina e também 
uma subunidade regulatória dá fosforilase b quinase do músculo, 
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(a) (b) 


FlflUfí 13-19 - Calmodullna Aíâlmndtilina, p notei mediadora de muitas. re*çpes enzimãtias estimuladas por Ca^’, possui qualro sítios de Itgaçâa 
« íHa afinidade para o Ca A (X c de cerca de 0, 1 a 1 pM) (a) Um modelo de fita da estrutura cristalina da caluiodulina, determinada por cristalografia 
de raios X Os quatro sJlos de ligação sâo ocupados pdo Ca Ji (purpurai O do-mimo ammoierminal eslá i esquerda, o domine» cartKMterrninal, á 
direita (b) A calmodiôna associada com um domino heiKOXU twnnelho) de uma das murtas enemas Que eta regula, a proteína qurnase li dependente 
de calrnodulna Note que a iqngè a-hé*ce central vnta< em (al a*vcu-« sobre si mesma ao se Içar ao do m™ helicoidal do sutoiraio 


que é ativada por Ca~\ Dessa forma, a Gr* desencadeia » con- 
trações musculares que requerem ÁTR enquanto também ativa a 
degradação do gEici^énio* fornecendo coinbusrtvd para a síntese 
do ATT. Muitas outras enzimas são lambem conhecidas como 
moduladas por Gr~ por meio da caünodulina (Tabda 13-6). 

Tabela 1 3-6 - Algumas protalna? reguladas por Ca 3 * * calmodulina 

Ademlil cicia» {cérebro) 

Proteinas quinases dependentes de Ca^/caímodulina 
Canal de Na" dependente déCa'* (P&ramedum) 

Canal do retículo endop lasmat ic o liberador de Ca J- 
Cécrneifina Hosfoprqtwna fosfata» 2B) 

Fostodestera» do cAMP 

Canal oHalwo dependente de cAMP 

Canas de Ha*CêF' abertos por CAMP <t#LJa* dos bastonem e cones) 

Chanjses da cadeia leve da míosjna 

NAOH qiinase 

Sn rase do Owdo nítrico 

Pi- 3 Qumase 

ATPase Ca i+ da membrana plawná (na (bomba de C ã^í 

ENA helicase (p6B) 


Transdução Sensorial na 
Visão, Olfaçâo e Gustação 

A detecção de luz» cheirn c gosto (visão» olfato e gu tf ação» respecti- 
vamfflic) nos animais é realizada por neurônios sensória is especia- 
lizadosque usam mecanismos de transdução de sinal fundamen- 
[almcnic semelhantes àqueles usados para detectar hormônios» 
rveuro transmissores e fatores de crescimento. Um sinal sensorial 
imaaj é jmpJrficatki grandemente pelos mecanismos que enrol- 
vrm canais lònicos e mensageiros secundários intracdulares; o sis- 
tema adapta ■ se à estimulação continua» alterando sua sensibilida- 
de ao estimulo [dessensibilização h e a mensagem semoriaf de vá- 
rias receptores é integrada antes de o sinal final chegar ao cérebro, 

A luz hiperpolarfôa as células bastonetes e cones 
dos olhos dos vertebrados 

Nos olhos dos vertebrados, um feixe de luz entrando através da 
pupila é focado numa coleção de neurônios sensíveis à luz aha- 
fnenie organizados { Fig. 1 3-20). As células sensíveis i luz são de 
dou Ltpos: bastonetes (cerca de IO* por rrtinal» que sensoriam 
nfveis baixos de luz mas não conseguem discriminar cores» e co- 
nes (eercá de 3 * 10* por retinah que são menos sensiveis mas 



Ao timo Ncurôniw NrurAnk» 
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Figura 13 20 - A recepção da luz nos olhos dos vertebradas 0 

crisralno das olhas focâiiza 4 luí na retna, que e composta de camadas 
de neurônios Os neunOmos folorreceoíores pnmanos são as células bas- 
tonetes (laranja), que são responsáveis, peta alta resolução e pela visão 
noturna, e as céfulas cones de trfcs subtipos (vermefho) que iniciam a 
visão colorida. Os bastonetes e os cones formam sinapses com várias 
camadas de neurônios miercônertantes que conduzem e integram os 
sinais elétricos. Os sinais final mente passam dos neurônios ganglionares, 
pelo nervo Óptico, até o cérebro. 

conseguem discriminar as cores. Ambos os tipos de células são 
neurônios senso riais especializados longos e estreitos, com dois 
compartimentos celulares distintos: um segmento externo, que 
contém dúzias de discos membranosos carregados com a proteí- 
na de membrana, a rodopsiru. e um segmento interno» conten- 
do o núcleo e muitas m itocún dri as que produzem □ ATP essen- 
cial para a fototransdução, 

Da mesma forma que os outros neurônio^ os bastonetes e 
oi cones possuem um potencial elétrico transjncmbrana ( V ra h 
produzido peta bomba detrogémea da ATFase Na'K' na mem- 
brana plasmática do segmento interno (Fig, 13-21), Contribu- 
indo também para o potencial de membrana esEú um canal iõ- 
níco» que permite a paüsagcm quer do Ka + quer do ' e é aber- 
ip pdo cGMB No escuro, os hastoneies contém cGM H suficiente 
para manter esse canal aberto. O potencial de membrana é, por- 
tanto, determinado peta diferença entre o Na' roT bombea- 
dos pdo segmento interne» (que polariza a membrana) e o in- 
fluxo de Na' por meia dos canais kmicos do segmento externo 
Cquc tendem a despolarizar a membrana l 



Ffgiüri 13-71 - HLper polarização das céíuias baítoneip* induzida 

pela luz A té1u«a bisionele consÁle de um segmento externo, pwn- 
chxío com pilhas de discos membranosos {não mostradas} contendo O 
lotorreeeplof rodopsiru. e um segmento interno que contém o rtúdeo e 
outras org&nelas Os cones possuem uma estrutura semelhante 0 ATP 
no segmento interno fornece energia para a ATPasc Ma^lO. que cria um 
potencial elètnco transmembrana bombeando 3 Na" para tora por cada 
2 bombeados para dentro. O potencial da membrana è reduzido pelo 
fluxo de Na* e deía' 1 ' de volta para a célula através dos canais catiônicos 
abertos por cGMP na membrana plasmàtica rio segmento externo. Quan- 
do a rodopsina absorve a luz, ela desencadeia a degradaçSo do cGMP 
(pontos verdes) no segmento externo, causando o Fechamento do canal 
de cátions. Sem o Influxo do cãtiqn através desse canal, a célula toma-se 
hiperpolanzada Esse sinal elètnco è passado ao cérebro através da* ca- 
madas de neurônios mostradas na Figura 13-20. 


A ossénda da sinalização nos basto neles e cones da retina é 
a diminuição na concentração do cGMP induzida pela luz, que 
faz com que o canal íôniço aberto por cGMP se feche. A mem- 
brana plasmàtica, então, toma- se hiper polarizada pela ATPase 
Na f K\ As células bastonetes e cones fazem sinapse com neurô- 
nios interconectantes (Fig, 13-20} que transportam a informa- 
ção sobre a atividade elétrica aos neurônios ganglionares prós- 
mos da superfície interna da rei ma. Os neurônios ganglionares 
integram os estímulos de muitas células bastonete* e cones t 
enviam o sinal resultante através do nervo ôptko ao córtex vi- 
sual dfo cérebro. 

A ha desencadeia mudanças conformado na is 

no receptor rodopsina 

A t ransducão visual começa quando a luz incide em muitos mi- 
lhares de moléculas de rodopsma que estão presentes em cada 
um dos discos do segmento exlctbo. A rodopsina ( Af r 40.000) é 
uma proteína integral com sete ct hélices que atravessam a mem- 
brana (Hg, 13-22), a arqmletura sçtpcnteanie característica. O 
domínio aminotertninal projeta-se dentro do disco e o domínio 
carboxi terminal estâ voltado para O cílosol do segmento citempL 



Figura 1 3-22 - A provável estrutura da rodopsina tomplexada com 
a proteína G transdutina a rodopsina Iverme^o) possui sete hélice 
ttansmembrana incrustadas nas membranas dos discos do segmento ex- 
terno e está ementada com a sua exiremidadé ca dioxiier minai no lado 
dtosóiço, sua extremidade aminotèrminal estS dentro do disco. D cro- 
môtoro 1 1 -cã-retinal (azul), preso por meio de uma base de Schift ligada 
á Lys^ 11 da sétima béliçe. coloca-se próximo &0 centro da bicamada. (Essa 
localização ê semelhante àquela do sitio de Ligação da adrenalina no re- 
ceptor p-adrenérgico.} Vá nos resíduos de Ser e Thr próximos da extremi- 
dade carboxi terminal são substratos para as fosforil ações que são parte 
do mecanismo de dessensibilização para à rodopsina. Alças citosólicas 
que interagem com a proteína G traniducma estão mostradas em cor 
laranja: suas posições exatas não são ainda conhecidas. As irés subumdã- 
des da transdugna (verde} estão mostradas em seu arranjo provável. A 
rodopsina liga -se ao acido palmitico em sua extremidade carboxitermi- 
nal, e ambas as subumdades u e pi da trartsducina possuem Lipídios que 
ajudam a anrará-la na membrana-: essas caudas hidra fobias estão em 
amarelo 
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0 pigmento que absorve a luz (cromóforo) ll-cií-retinal t co- 
valentemenlc ligado .1 opsina, o componente protéico da rndop- 
sina, por meio d? uma ha se de Schiff com um resíduo de Lys.O 
retina! está situado no meio da bica ma da ( Fig. 1 3-22 h orientan- 
do-se com seu longo eixo aproximadamente no plano da mem- 
brana. Quando um faton < absorvido pdo componente retina] 
da rodop&ina, a energia produz uma alteração fotoquimica* c o 

1 l-cis-rrtinal é convertido em lodo-mm^reiiMl (veja Figs. 3- 
8b e 1 1-19). Essa alteração na estrutura do cromóforo produz 
uma mudança conformacion?] na molécula «la rodopúna — a 
primeira etapa na trarudução visual. 

A rodcpstna excitada atua por meio da proteína G 
transducina para reduzir a concentração do cGMP 

Na sua conformação excitada, a rodopsina é capaz de interagir 
com uma segunda proteína, a traradudna. que flutua proximo 
í face dtosõlica da membrana do disco ( Fig 15-22). A inmdu 
cma (T) pertence á mesma família das proteínas Inmérkaa que 


ligam CTP» como as G, e G L . Embora especializadas na transdu- 
ção visual, a transducina compartilha muitas características fun- 
cionais com G* e G r Ela pode ligar-se tanto ao GDP quanto ao 
GTP. No escuro, o GDP está ligado, todas as trés subunidades da 
proteína tT a ,T$e TJ permanecem juntas e nenhum sinal é en- 
viado. Quando a rodopsina é excitada pela luz, ela interage com 
a transducina. catalisando a substituição do GDP ligado pelo 
GTP a partir do dtosol ( Fig. 13-25. etapas (\) e ©>, A transdu- 
tina. então, dissoeia-se em T d e Tf** e o GTP ligado a T u trans- 
porta o sinal do receptor excitado ao próximo demento da via 
da transdução. a cGMP fosfodiesterase 1 PDE}. uma enzima que 
comvrte cGMP em 5 J -GMP (etapas ® e (J>). Observe que esta 
não é a mesma nudeotideQ cíclico fosfodiesteroe que hidnolisa 
o cAMP para encerrar a resposta [V ad ren ergic a. A PDE especifi- 
ca para o cGMP é exclusiva das células visuais da retina. 

PDE é uma proteína integral com seu sitio ativo no lado 
citosólico da membrana do disco. No escuro, uma çubunidadr 
inibitória furrememe ligada suprime rirtivamenle a atividade PDE 
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A PDE ativa reduz a 
[cGMP] abaixo dos níveis 
necessários para manter 
os canais catiúnicos 



Figura 13-23 - Conseqüéndas molécula ms da absorção de um fóton pela rodopsina no segmento externo 
dos bastonetes A metáde superior da figura (etapas (T) a ©) descreve a excitação, a de baixo (etapas © a (§)>, a 
recuperação e adaptação depois da iluminação, 


Quando T a -GTP encontra a PDE, a mi bun idade inibitória é libe- 
rada e a atividade cn/imaltca imediata mente aumenta varias or- 
dem de grande»- Cada molécula de PDE ativa degrada muitas 
moléculas de cGMP ao biologicamente inativo 5'-GMP. diminu- 
indo a icGMPl no segmento externo em uma fração de segundo. 
No novo e baixo mvd da [cGMP], os canais iòrtítos regulados 
por cGMP se fecham, bloqueando a reentrada de Ma' e Ca" 1 den- 
tro do segmento externo e híperpolarirando a membrana das 
células dos baslonetes e cones (etapa ®). Por esse processo, o 
estímulo inicial — urn fóton — altera a V m da célula. 

A amplificação de sinal ocorre 
nas células bastonetes e cones 

Virias etapas no processo de transduçio visual resultam cm gran- 
de amplificação do sinal. Cada molécula de rodopsina excitada 
ativa pdo menos 500 moléculas de transdudna, cada uma das 
quais ativa urna molécula de PDE, À PDE possui um numero de 
renovação marca n temente elevado, cada molécula ativada bidro- 
Jisa 4-200 molécula* do cGMP por segundo. A ligação docGMP 
aos canais Sônicos regulados por cGMP é cooperativa (pdo me- 
nos Irês moléculas devem estar ligadas para abrir um canal), c 
uma alteração rela t iva mente pequena na |cGMP| registra, por- 
tanto, uma grande alteração na condutãncia tónica. O resultado 
dessas amplificações é uma sensibilidade delicada ã Luz. A absor- 
ção de um único totem fecha um milhar ou mais de canais tónicos 
e ojlera o potencial de membrana da célula em cerca de 1 mV. 

0 sinal visual é terminado rapidamente 

Depois que cessa a iluminação das células basto netes e cones* os 
sistemas íotasserisoriai* desativam -se muito rapidamente. A su- 
huntdade da transduema (que liga GTP) possui uma atividade 
GTPtse intrínseca. Dentro de milissegundos depois da diminui- 
ção da intensidade luminosa, o GTP é hidmlisado e a T,, reasso- 
cia-se com a T^. Â subun idade inibitória da PDE, que estava 
ligada à T a -GTH é Liberada e reassoc ia-se com a PDE, inibindo a 
enzima muito fortemente. Para retornar a [cGMPj aos seus ní- 
veis "do escuro''. a enzima guaniUL cklase converte GTP em cGMP 

1 etapa © na Ftg, 15-23 ? em uma reação que é inibida pela alt a 
(Cá ! * j (>100nM). Durante a iluminação, o nível de Ca :- cai por- 
que o estado de equilíbrio da [Ca 2 *) no segpnerita externo é o 
resuludki do bombearnemo do Ga 2 * para fora através do troca- 
dor Na'Ca lT da membrana plasma Uca c o movimento para den- 
tro do Ca 2 ' através da abertura dos canais regulados por cGMP. 
No escuro, isso produz uma [Ca 2 *] de cerca de 500nM — sufi- 
ciente para inibir & síntese du cGMP, Depois de breve ilumi- 
nação, o Ca 21 entra lentamente e á [Ca 2 * ] cai (etapa®). A inibi- 
ção da guanilil ciclase pelo Ca 24 é aliviada, e a enzima converte 
GTP em cGMP para retomar a seu estado anterior ao estimu- 
lo (etapa ©). 

A rodopsina é dessenjtbílizada pela fosfonlação 

À própria rodopsina também sofre alterações em resposta a ilu- 
minação prolongada, A mudança toníormaeiotiaí induzida pela 
absorção da luí expóe vários resíduos de Thr e Ser no domimu 
carboxiteiTninal. Esses resíduos são rapidamente fosforilados pda 
rodopsina quinase (etapa (§) na Fig. 13-23) que 6 funcional e 
estruturalmente homóloga k quinase p-udr enérgica ÍJ3ARK] que 
dessensibiliza o receptor P-adrenérgioo (Fig. 13-16). À proteína 
Ugance de Ga 2 *, a recoverina, inibe a rodopsina quinase cm altas 
|Ca'* h mas a inibição é aliviada quando a jCa 2 *| cai depois da 
iluminação, como descrito anleriomiente. O dominso carhoxi- 
terminal da rodopsina fosforilada é ligado peia proteína arresti- 
m, prevenindo a interação entre a rodopsina ativada e a trans- 


ducina, A arre* tina e um homólogo próximo da p-arrestina ( Fig. 
1 3 16). Em uma escala de tempo rdativamenle longa (segundos 
a minutos), o lodo- f mm- retinal de uma molécula de rodopsina 
ativada i removido e substituído por 1 1 -ris-r*tiisaL produzindo 
rodopsina que está pronta para um outro ciclo de excitação (eta- 
pa ® na Fig, li 3-23), 

Os humanos náo conseguem sintetizar r et mal a partir de pre- 
cursores mais simples c precisam obtê-lo na dieta na forma de 
vitamina A (pág, 293). Dado o papd do retinal no processo da 
visão, náo é surpreendente que a deficiência dietética da vitamina A 
produza a cegueira noturna (visão pobre A noite ou em luz fraca). 

As células cones s* 
especializaram na visão colorida 

A visto colorida nas células cones envolve uma via de tramdu- 
ção venst irial essencialment e idêntica, desencadeada por recep- 
tores de luz lcvcmen te diferentes. Trés tipos de células cones são 
especializados em detectar a luz de diferentes regiões do espec- 
tro. usando três proteínas lotorreceptoras relacionadas (opsinash 
Cada célula cone expressa apenas um tipo de opsina, mas çada 
tipo é muito relacionado à rodopsina em tamanho, seqüência 
de amtnoácidos e presumivelmente estrutura tridimensional As 
diferenças entre as opsinas são, entretanto, suficientemente gran- 
des para colocar o eromóforo 1 1-cü- retinal em três ambientes 
k w u n tnte diferentes, resultando que os trés fotorreceptores pos- 
suam diferentes espectros de absorção (Fig 13-24). Nós discri- 
minamos cores e nu Anciã* integrando os sinais vindos dos très 
tipos de células cone. coda um contendo um dos trés fotor recep- 
tores. 
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Figur* 13-24 - Espectros de absorção da rodopsina purificada * 
dos receptores para o vermelho, verde e arul das células conft Ol 

espectros, obttios de céM» tones mdivsduaAradas de cadáveres, apre- 
sentam ocos em 420. 530 e 560nm. e o máivno de absorção para a 
rodopsina está em SOOrrm Como roferfocia. o especuo vrsivH para os 
humanos está entre 380 e 7$Gnm. 


A cegueira às cores, lai como a inabilidade para distinguir o 
vermelho do verde, é um traço geneticamente herdado muito 
comum nos humanos. Os vários tipos de cegueira às cores re- 
sultam de diferentes mutações na opsina. Uma forma é devida k 
perda do foloireceplor vermelho, os indivíduos afetados são 
chamados de dkroitutas para o vermelho (véem apenas duas 
cores primárias). Outros nio possuem o pigmento verde e sio 
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di cromaras para o verde'. Em dguils CãSQB, os fotorreceptores 
vermelho e verde estão presente* ma* possuem uma alteração 
na sequência de-aminGacidosque produz uma mudança em seus 
espectros de absorção» resultando em uma visão colorida anor- 
mal. Dtpcndendo de qual pigmento estiver alterado, tais indiví 
duos são chamados de tricrDmatas anômalos para o vermelho 
ou intromaUí anômalos para o verde. O exame dos genes para 
os receptores visuais permitiu receruementc o diagnóstico da 
cegueira às cores em um famoso "paciente", mais de um século 
após fua morte li Adendo 1 3-2)* 

A oHaçáQ é a gustação dos vertebradas usam 
mecanismos semelhantes ao sistema visual 

As células sensoriais usadas para detectar os odores e os sabores 
tém muito em comum com as células bastonetes e cones que 
detectam a luz. Os neurônios olfãlivos possuem vários cílios lon- 
gos e finos que se estendem de uma extremidade da célula para 
dentro da camada mucosa que cobre a célula. Esses dlíos apre- 
sentam uma área de grande superfície para a interação com os 
sinais olfativos, Os receptores para o estímulo olfativo sào pro- 
teínas da membrana ciliar com a estrutura serpenteante famili- 
ar das setes a-hélices transmembrana* O sinal olfativo pode ser 
qualquer uni de grande número de compostos voláteis para os 
quais há proteínas receptoras específicas* Nossa habilidade de 
discriminar odores origina -se de centenas de receptores olfati- 
vos diferentes na língua e na passagem nasal e da habilidade da 
cérebro em integrar os impulsos vindos dos diferentes tipos dc 
receptores olfativos para reconhecer um padrão “híbrido* au- 
mentando nossa faixa de disçrun i nação muito além do número 
de receptores. 

O estimulo olfativo chega ás células sensortais por difusão 
através do ar. Na camada mucosa que cobre m neurônios olfati- 
vos, a molécula odorante liga-se diielameme ao receptor olfato 


vo uu a uma proteína de Iigiçb> específica que transporta o odo- 
rante até o receptor l Rg. 13-25). A Interação entre o odorante e 
o receptor desencadeia uma mudança na conformação do re- 
ceptor que Leva ã substituição do GDF Ligado por um GTP em 
uma proteína G^, análoga J transducina e ã G > do sistema 
p- adrenergko. A G lld ativa então a idemiil ddase da membrana 
ciliar, que sintetiza cAMP a partir do ATP, elevando a jcAMP| 
local. Os canais de Na + regulados por cAMP da membrana ciliar 
se abrem, e o Influxo de Na* produz uma pequena despolariza- 
ção chamada de potencial do receptor. Se um número suficiente 
díc moléculas encontrar os receptores, o potencial do receptor 
sera sufkien temente forte para induzir o neurônio a disparar 
um potencial de ação. Isso é transmitido ao cérebro em várias 
etapas e é registrado como um odor específico. Todos esse* even- 
tos ocorrem dentro de 100 a 200 miüssegundos. 

.Alguns neurônios olfativos usam um segundo mecanismo 
dc transdução. Eles possuem receptores acoplados por meio de 
proteínas G à fosfolipa.se Cem vez da adenüil d da *e. A recepção 
de sinais nessas células desencadeia a produção de IP, (Fig. 13-17), 
que abre os canais de Ca^' regulados por IP* na membrana ci- 
liar. O influxo do Ca : * despolariza então a membrana ciliar e 
gera um potencial do receptor ou regula enzimas dependentes 
dc Ca 2 * na via olfativa. 

Em qualquer dos tipos de neurônio olfativo, quando o esti- 
mulo não estiver mais presente, a maquinaria de transdução 
desliga de várias maneiras. Uma fosíodiesterase do cAMP retor- 
na a [cAMP] no nível do pré-estímulo. A G** hidrofisa o seu 
GTP ligado em GDF, inativando-sc dessa forma a n pfàpna. À 
fosforibção do receptor por uma quinase especifica previne sua 
interação com G^ por um mecanismo análogo aquele usado 
para dessensibOizar o receptor p- adrenergko e a rodopsina. E, 
finaJ mente, alguns odorantes sáo enrimaticamente destruídos 
por ojüdases. 


Adendo 13-2 Cegueira ás cores: o experimento de John Dalton direto do túmulo 


O químico John Dalton (da famosa teoria do áto- 
mo) era cego à cor. FJe achava que o humor vítrea 
de seus olhos (o Éluido que preenche os olhos atrás 
do cristalino) era tingido de azul Ao contrário do 
fluido incolor encontrado nos olhos normais. Ele 
propôs que. após sua morte* seus olhos fossem dis- 
secados e a cor de seu humor vítreo fosse determi- 
nada. Seu desejo foi cumprido, no dia seguinte apús 
a morte de Dalton, em julho de 1044. loseph ftan- 
some dissecou seus olhos c encontrou o humor ví- 
treo pcfíritamente incolor, Ransomc. da mesma for- 
ma que muitos outros dentistas, estava relutante cm 
descartar aquela peça anatômica. Ele colocou os olhos 
dc Dalton em um jarro com prevemiivo {Fig, 3), 
onde des permaneceram até o meio da década de 
19VE), quundu biuluglstas moleculares da Inglaterra 
retiraram pequenas amostras dessas retinas de 150 
anos e extraíram o DNA. Usando as seqüéncias dc 
genes conhecidas para as opsinas dos folopigmen- 
tos vermelho e verde, eles amplificaram u seqüên- 
cias relevantes (usando técnicas descritas no Capí- 
tulo 29) e determinaram que Dalton tinha n gene 
da opsirta para o roto pigmento vermelho mas não 


possuía o gene da upsina para o fotopigmento ver- 
de. Dalton era um dicromata verde'. Cento e cin- 
quenta anos apôs sua morte, o experimento que de 
iniciou — hípneiízando sobre a causa da sua ce- 
gueira à cor — foi liinalmcnte terminado. 



Figura 1 - Os olhos de Dalton. Retirado dá Hunl DM. 
Dotai KS, Bovanaker iK r Mollon JO. {1995Í The themis- 
try of iohn Dalton A co-Jor blmdness. Science 2fi7 984- 
388 
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Figura 13-25 - Eventos molecular*! da ortaçác Estas ffttmgfei ocorrem nos tJbos <JíS cí4iiâá receptoras ctfarrvas 


O sentido do paladar nos vertebrados reflete a atividade dos 
neurônios gustativos agrupados em papilas gustativas na super- 
fície da língua. Nesses neurônios sensoriais, receptores serpem 
leanles estão acoplados ã proteína G Irimérica gustad urina {muito 
semelhante à transducina das células bastonetes e tones), As 
moléculas de sabor dote são aquelas que se ligam aos receptores 
nas papilas gustativas doces, Quando a molécula (do sabor) se 
Liga* a gustadudna é ativada pela substituição do GDP ligado pelo 
GTP e então estimula a produção de cAMP peta adenilü ddase. 
A consequente elevação da |cAMP] ativa a PKA, que tbsíorila os 
canais de SC na membrana ptasmâtica, forçando-os a se fechar. 
Q e fluxo reduzido do K' despolariza a célula ( Fig, J 5-26). Outras 
papilas gustativas especializadas em detectar os sabores amargo, 
azedo e salgado usam virias combinações de mensageiros secun- 
dários e de canais em seus mecanismos de tramdução 

Proteínas G acopladas aos sistemas de receptores 
serpentéantes compartilham várias características 

Examinaremos agora quatro sistemas (sinalização hormonal, 
visão, olfato e gustação) nos quais receptores de membrana es- 
tão acoplados à enzima, a qual produz mensageiros secundários 
por meio de proteínas G, Pãrece que os mecanismos sinalizado- 
res se originaram cedo na evolução; receptores serpenteantes, 
proteínas G trimérícas e adtmliL ddase são encontrados na le- 
vedura da cerveja. Os padrões gerais foram conservados, enquan- 
to a introdução da variedade oferece aos organismos modernos 


ã habilidade de responder a uma grande dasse dc estímulos í Ta- 
bela 33-7), Dos aproximadamente 10* genes no genoma huma- 
no, cerca de IO 3 codificam receptores serpenl cantes, incluindo 
centenas para o estímulo olfatório e vários "'receptores órfãos* 
para os quais ainda não se conhecem ligances naturais, 

Todos os sistemas de transduçáo bem estudados que agem 
por meio das proteínas G trimérícas compartilham certas ca- 
racterísticas comuns (Fig* 13-27). Os receptores possuem sete 
segmentos transmembrana. um domínio Igeralmente a aíça en- 
tre as hélices trammcmbrana 6 c 7) que interage com a protd- 
niG,e um domínio cituplasmático carboxiterminal que sofre 
fosforihção reversivd em vários, resíduos de Ser mi Thr. O mio 
dc ligação do ligante (çu, no caso da recepção da luz, o receptor 
da luz) está escondido no fundo da membrana e envolve resí- 
duos de viríi» segmento* transmembrana. A ligação do ligante 
{ou da luz) induz uma mudança tonformauonal no receptor, 
expondo um domínio que interage com uma proteína G. As pro 
I ei nus G trimérícas alivam ou inibem enzimas etétoras (adenilil 
dclase, PDE ou fosfalipase C). que alteram a concentração de 
um mensageiro secundário (cAMP, cGMP, IPj ou Ca J+ ). Nos sis- 
temas de detecção de hormônios, o produto final é uma proteí- 
na quinase ativada que regula alguns processos celulares pela 
fosforiUçáo de uma proteína critica àquele processo. Nos neu- 
rônios sensoriais. o resultado é uma alteração no potencial de 
membrana e um consequente sinal elétrico que passa a um ou- 
tro neurônio na via, conectando a célula sensória! ao cérebro. 
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ffeA, ativada pelo cÀMP, fosforiln 
um canal de K" na membrana 
basolateral induzindo o sru 
fechamento. O e fluxo reduzido de 
K' despolariza a célula. 


Célula gustativa 



Figura 13-2fi - Mecanismo de transdução para o sabor doce 


Tabela 13-7 - Alguns sinais transduzidos peia proteína G acoplada aos receptores serpenteantes 


Acetiicolma (muscarlnico) 

Hormônio folíçulo-estimulante (FSH) 

üótodna 

Adenosina 

Acido yaminobutfrico (GABA) 

Fator ativador de plaquetas 

Angiotensina 

Glucagon 

Pro&taglandinaS 

ATP (extraceiular) 

Glutamato (metabotnópico) 

Secretina 

Bradicinina 

Horm&nio de liberação do hormônio de 

Serotonina 

Caldtonina 

crescimento (GHRH) 

Somatostatma 

Canabinõides 

Histamina 

Sabores 

Catecolaminas 

Leucotrienos 

Tirotrofina 

Colecistocinina 

Luz 

Homnõnio liberador da tirotrofina (TRH) 

Faíor de liberação da corticotrafma (CRF) 

Hormônio lutem izante (LH) 

Peptldeo intestinal vasoativo 

AMP cíclico {Dicí^oste/jiLírí? discotdeum} 

Melatonina 

Vasopressina 

[>opamina 

Odorantes 

Fatores de conjugação de leveduras 

Fndotelina 

□ piõides 
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Figura 13-27 - Características comuns dos sis- 
temas de sinalização que detectam hormô- 
nios, luz, odores e sabores Receptores serpen- 
teantes fornecem a especificidade au sinal, e sua 
interação com as proteínas G respondem pela am- 
plificação do sanai. As proteínas G heterotriméri- 
cãs ativam as enzimas efetoras: a adenilil ciclase 
(AC), a fosfolipase C (PLC) e as fosfodiesterases 
(PDE) que degradam o cAMP e o cGMP Mudan- 
ças nas concentrações dos mensageiros secundá- 
rios (cAMP cGMR iPi) levam a alterações das ati- 
vidades enzimáticas por fosforilação ou alterações 
na permeabilidade (^ das membranas externas 
aoCa 2+ , Na + e KL A despolarização ou a hipe^pu- 
larizaçâo resultante na célula sensória I (o sinal) é 
passada através de circuitos de neurônios aos cen- 
tros sensonais no cérebro. Nos casos mais bem 
estudados, a dessensibilização inclui a fesfonla- 
çáo ao receptor e a lig&çao de uma proteína (at- 
nestma) que interrompe as interações receptor- 
proteína G. (VR representa o receptor da vaso- 
prèssina r as abreviações dos outros receptores e 
das proteínas G são idéntrcas àquelas usadas an- 
teriormente.) 


Todos esses sistemas são auto- inat iva ntea. O GTP ligado é 
convertido em GDP pela atividade GTPsse intrínseca das prote- 
ínas G, frcqUcntc mente aumentada pelas proteínas ativadoras 
da CThtse (GAPs) ou proteínas RGS ('Vegulaiors o f G-protein 
ugnalíng"). 

A ruptura da sinalização 
da proteína G provoca doença 

Estudos bioquímico* das tnnsduções de sinal levaram a uma 
melhor compreensio dos efeito* patológicos das toxinas produ- 
zidas pdas bãCtériãS que causam a cólera e a coqueluche ( tosse 
comprida). Ambas as toxinas são enzimas que interferem nas 
transduções de sinal normais no animal hospedeira A toxmm 
da cólera, cremada pdb Ví bnô choieme, encontrado na água de 
beber con laminada, catalisa a transferencia da ADP-ribose do 
NAI> J para a subunidadc a da G* { Fig. 1 3-28 h bloqueando sua 
atividade GTPwe e. portanto, tornando G, permanentemente 
ativada, Isso rcsulla na ativação continua da adenilil ckiasc das 
células epireliaís do intestino e a [cAJMP| cronicamente alta, o 
que desencadeia a secreção continuada de C3% HCOi c água na 
luz intestinal. A perda de elelrolitos e a desidratação resultante 
são as principais doenças na cólera, A toxina per t usais, produzi- 
da pela Jtorrírfdíii pmusstr. catalisa a ADP-ríbosilaçio da G„ pre- 
venindo o deslocamento do GDP pelo GTP e bloqueando a ini- 
bição da adenilil ddase pda G|, Ksse defeito produz dois dos 
sintomas da tosse comprida: hipersensibil idade aos hisiamini- 
cos c diminuíçün da glicose sanguínea. 


A Fosforílação como um 
Mecanismo Regulatòrío 

Um denominador comum nas transduç&es de sinal ê a regula- 
ção final da atividade de uma protdna quiruse, uma enzima que 
fosfortla uma proteína. Vi mo* exemplos de qtimases ativada* por 
cGM H cAM P T insulina, Ca^/cai modut íita, Gar 7dbciiglicerol, Ras 
ativada e pda fosíonUçào por uma outra proteína quinasç. O 
número de proteínas qu mases conhecidas tem crescido consi- 
deravelmente desde a sua descoberta por Edwín G, Krebs e Ed- 
memd H. Fischcr em 1959. O genorcu da levedura codifica 120 
proteínas quinases diferentes, representando 2% de todo o ge- 
nnma deste organismo. Outros eucarkttos provavelmente pos- 
suem pelo menos todos ttses genes de proteínas quinases, cada 
um com seu ativado r específico e suais) proleinat s i-alvo. 



Edwin G. Krebs 



Edmond H. Frscher 



Figura 13-28 - Toxinas produzidas por bactéria* que causam a cólera e a coqueluche (pertussis) Estas toxinas s5o enzimas que 
caiai iva-m a transferência da porção ADP-nbqse do NAP' a um resíduo de Arg das proteínas Q G^ no caso da cdlera (como mostrado aqui) e 
Gi, ria coqueluche As proteínas G assim modificadas falham em responder aos estímulos hormonais normais A patologia de ambas a* 
doenças resulta da regulação defeituosa da ademiil odase e da superprodução do cAMP 
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A localização das proteínas quinases e fosfatases 
afetam a especificidade das proteínas-alvo 

Vários tipos de proteínas quinases e fosfata ses estão localizados 
em regiões üubcelulares específicas, mantidas próximas a seus 
substratos protéicos por uma proteína -alvo, Por exemplo* as 
enzimas que catalisam a regulação de síntese e degradação do 
glicogênio no músculo esquelético estão fbrtemente associadas 
com os grânulos de glicogênio. A proteína fosfatase-l (PP-1) é 
parte da maquinaria regulatória; ela remove fosfatos de resíduos 
da ®-Ser e da ®-Thr da glicogênio sintase e da fosforilase 
quina se, revertendo os efeitos regulatúrios da proteína quinase 
dependente de cAiMP, PKA, A PP-1 possui duas subunidades: a 
subunidade catalítica (C) e a subunidade R<> que liga a subuni- 
dade C ao grânulo de glicogènio, garantindo acesso fácil aos subs- 
tratos que a PP-1 desfosforila. 

As sub unidades -alvo mantêm também algumas proteínas 
quinases próximas a seus substratos. A subunidade K dã PKA 
(Fig. 13-14) associa-se fortemente a uma família de proteínas- 
alvo chamadas AKAPs (proteínas ancoradouras de uma qui- 
nase; "a fcinase íinchoringproteins^JjCada uma ancorando PKA 
a uma região específica da célula — mitocôndria, aparelho de 
Golgi, retículo endoplasmático* matriz nuclear ou grânulos se- 
cretórios — presumivelmente em grande proximidade aos 
substratos protéicos críticos da PKA. Tal localização da PKA, 
combinada com a produção de gradientes espaciais na [cAMP] 
pela localização das atividades da adenilil cidase e da fosfodi- 
esterase, podem fornecer um mecanismo para a regulação se- 
parada de vários substratos da PKA na mesma célula. As várias 


isoenzimas da proteína quinase G são também localizadas di- 
fêrencialmente por meio da sua associação com proteínas ân- 
coras chamadas de RACKs (receptores para a quinase Cativada; 
“receptors for activated C tánase”) ou PICKs (proteínas que 
interagem com a quinase C; "proteína that internet with C fci- 
nase*). 

Regulação da Transcrição 
por Hormônios Esteróides 

O grande grupo de esteróides, ácido retinóico (retinóide) e hor- 
mônios tireóideos exerce seus efeitos por um mecanismo fun- 
damentalmente diferente dos outros hormônios; eles agem no 
núcleo alterando a expressão gêníca, Por essa razão discutire- 
mos seu modo de açâo em detalhes no Capitulo 28, junto com 
os outros mecanismos que regulam a expressão genica. Aqui ofe- 
receremos uma rápida visão geral. 

Os hormônios esteróides (estrógeno, progesterona e corti- 
sol, por exemplo) sio muito hidmfóbicos para se dissolver facil- 
mente no sangue, eles são transportados por proteínas trans- 
portadoras específicas do seu loca] de liberação até seus tecidos- 
alvo. Nas células-alvo, esses hormônios passam através da 
membrana pl asmática por simples difusão e se ligam a proteí- 
nas receptoras específicas no núcleo (Fig. 13-29), A ligação do 
hormônio desencadeia alterações na conformação das proteínas 
receptoras de lai forma que elas se tornam capazes de interagir 
com seqüéncías regulatórias específicas no DNA chamadas de 
elementos da resposta hormonal (HREs — ' hormone response 


(D 

O hormônio (H), transportado 
ligado á proteínas «tricas até o 
teddo-alvo» difunde-se através da 
membrana plasmitica tf liga-se á 
sua proteína receptora específica 
(Rec) no núcleo. 


© 

Os nlveia alterados d na produtos 
gémçctt regalados pelo hormônio 
produz a resposta celular ao 
hormônio. 



© 

À ligação do hormônio altera a 
conformação de Rlícj ele iorroa 
homo ou helerodíinems com 
outros complexos bormònios- 
receptores e liga-se a regiões 
regulatórias específicas chamadas 
de elementos da resposta hormonal 
(HREs) no DNA adjacente a genes 
específicos. 

© 

A ligação regula a transcrição de 
gene(s) adjacente (s), aumentando 
ou diminuindo a velocidade de 
formação do mRNA. 


Figura 13-29 - Mecanismos gerais pelos quais os hormônios esteróides tireóideos, retinòides e a vitamina D regulam a expressão génlea. 

Os detalhes da transcrição e da síntese protóica sáo discutidos nos Capítulos 26 e 27. 
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dements"), alterando dessa forma a expressão genica (veja Fig. 
28-33). O complexo hormônio ligado ao receptor pode ou au- 
mentar ou suprimir a expressão de genes específicos adjacentes 
aos HREs. Horas ou dias sâo requeridos para esses reguladores 
terem seu efeito completo — o tempo requerido para as altera- 
ções na síntese de RN A e subsequente síntese protéfca se torna- 
rem evidentes no metabolismo alterado. 




RU4JJ6 

(mifepristona) 


A especificidade da Interação este ml- receptor é explorada 
no uso da droga Lamnxifeno para tratar o câncer da mama. tm 
alguns tipos de câncer da mama, a divisão das células cancerosas 
depende da presença continuada do hormônio estrógeno. O ta- 
moxjfeno compete com o estrógeno para a ligação com o recep- 
tor do estrógeno, mas o complexo tamoxifeno-receptor não tem 
nenhum efeito na expressão gênica; o tamoxifeno é um antago- 
nista do estrógeno. Consequentemente, o tamoxifeno, adminis- 
trado após cirurgia ou durante a quimioterapia para o câncer de 
mama dependente de estrógeno, diminui ou pára o crescimento 
das células cancerosas remanescentes, prolongando a vida da 
paciente. Um outro análogo esteróide, a droga RU486, é usado 
para interromper gravidezes iniciais. Um antagonista do hor- 
mônio progesterona, RU486, liga-se ao receptor da progestero- 
na e bloqueia as ações do hormônio essenciais para a implanta- 
ção do ovo fecundado no útero. 


a vida. Investigações sobre o controle da divisão celular em 
diversas células eucarióticas têm revelado mecanismos regu- 
latúrios universais. Proteínas quinases e fosforilação de pro- 
teínas são centrais ao mecanismo temporal que determina a 
entrada na divisão celular e garante a passagem ordenada por 
esses eventos. 

O ciclo celular possui quatro etapas 

A divisão celular nos eucariotos ocorre em quatro etapas bem 
definidas (Fig. 13-30). Na fase S (síntese), o DNA é replicado 
para produzir cópias para ambas as células filhas. Na fase G2 (G 
indica o intervalo entre as divisões; do inglês, “gap”), novas pro- 
teínas são sintetizadas e a célula dobra aproximadamente em 
tamanho. Na fase M (mitose), o envelope nuclear materno se 
degrada, os cromossomos pareados são puxados para os pólos 
opostos da célula, cada conjunto dos cromossomos Filhos é en- 
volto por um envelope nuclear formado de novo, e a citocinese 
pinça a célula no meio, produzindo duas células filhas. Em teci- 
dos embrionários ou em proliferação rápida, cada célula filha se 
divide novamente, mas apenas após um período de espera (Gl ), 
Em células animais em cultura, o processo inteiro leva cerca de 
24 horas. 



Fase <22 
Sem síntese de 
DNA. A síntese 
de proteínas e 
a RNA 
Continuam. 


Fase S 

A shitese do DNA 
duplica a 
quantidade de 
DNA na célula. As 
proteínas e os 
RNAjí lambím são 
sintetizados. 


FaseGl 

Síntese de proteínas e 
RNA. Sem síntese de 
DNA. 


Ponto de restrição 
Uma célula que 
ulrrapdstia este ponto 
está comprometida a 
passar para a fase S. 


I^oiito de reentrada 
Uma célula 
retornando de GO 
entra cm uma fase 
G1 inicial. 


Fase M 

A mitose (divisão 
nuclear ) e a 
citocinese 
(divisão celular) 
produzem duas 
células filhas. 


Fase GO 

Células diferenciadas 
terminais saem do 
ciclo celular 
indefiuidamente. 


Regulação do Ciclo Celular 
por Proteínas Quinases 

Um dos mais dramáticos papéis da fosforilaçâo de proteínas é 
a regulação do ciclo celular dos eucariotos. Durante o cresci- 
mento embrionário e o posterior desenvolvimento, a divisão 
celular ocorre em virtualmente todos os tecidos. No organis- 
mo adulto, a maioria dos tecidos torna-se quieseente. Uma “de- 
cisão" da célula de se dividir ou nâo é de importância crucial 
para o organismo. Quando os mecanismos regulatórios que 
limitam a divisão celular estão defeituosos e as células sofrem 
divisões não reguladas, o resultado é catastrófico — o câncer, 
A divisão celular apropriada requer uma seqüéncia de eventos 
bioquímicos precisa mente ordenados que garanta a cada célu- 
la filha um complemento inteiro das moléculas requeridas para 


Figura 13-10 - Gklo celular eucariòtico Q% tempos para as quatro 
etapas variam, entretanto, os mostrados são típicos. 

Depois de passar pela mitose e Gl, uma célula ou continua 
uma outra divisão ou cessa de dividir, entrando em uma fase 
quieseente (GO) que pode durar horas, dias ou toda a vida da 
célula. Células em diferenciação terminal estão na fase GO. Quan- 
do uma célula em GO começa a se dividir nova mente, eia reinicia 
o ciclo de divisão pela fase GJ. 

Os níveis das proteínas quinases 
dependentes de cidinas oscilam 

O tempo no eido celular é controlado por uma família de proteí- 
nas quinases com atividades que mudam em resposta aos sinais 
celulares. Fosforilando proteínas específicas em intervalos de 
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(a) 



Figura 13 31 - Ativação da proteína qulnase dependente de 
çiclina (CDKs) por meio de cidina e fosforilaçâo. CDKs, uma 
família de enzimas relacionadas, são ativas apenas quando associa- 
das às cidinas, uma outra família de proteínas. A partir da estrutura 
costa Ima da CDKÍ com e sem cidina, a base para essa ativação é 
evidente. Sem a cidina {a), a CDK.2 dobra -se de tal forma que um 
segmento, a alça T {vermelho}, obstrui o sitio de ligação para os 
substratos protéicos e, portanto, inibe a atividade da proteína quina- 
se. O sitio de ligação para o ATP (azul) está também perto da alça T. 
A ligação da cidina (b) força mudanças conformaoonais que mo- 
vem a alça T para fora do sitio ativo e reorienta a hei ice aminotermi- 
nal {verde) trazendo um dos resíduos críticos para a catálise (Glu'" 1 ) 
para dentro do sitio attvo (c) A fosforilaçáo de um residuo de Thr 
(modelo espaço-cheio, marrom) na alça T produz um resíduo carre- 
gado negativa mente que ê estabilizado pela interação com três resí- 
duos de Arg (modelo bola-e-bastáo, vermelho), mantendo a CDK na 
sua conformação ativa. 



tempo precisos, essas proteínas quinases regem as atividades me- 
tabólicas da célula para produzir uma divisão celular ordena- 
da. Essas quina&es são heterodí meros com uma sub unidade re- 
gulatória, as cidinas, e uma subunidade catalítica, a proteína 
quinase dependente de cidina (CDK — ' cydin-dependent pro- 
tein fcirtãse”), Na ausência da cidina, a subunidade catalítica é 
virtual mente inativa. Quando a ciclina se liga, o sitio catalítico 
se abre, um resíduo essencial para a catálise torna-se acessível e a 
atividade da subunidade catalítica aumenta 10.000 vezes (Fig. 13- 
31). As células animais possuem pelo menos dez cidinas dife- 
rentes (designadas como A, B, e assim por diante) e pelo menos 
oito quinases dependentes de cidina (CDK1 até CDK&h que 
agem em várias combinações em pontos específicos no ciclo ce- 
lular, As plantas também usam uma família de CDKs para regu- 
lar sua divisão celular. 

Em uma população de células animais que sofrem uma di- 
visão sincrònica, algumas atividades CDKs apresentam oscila- 
ções impressionantes (Fíg. 13-32). Essas oscilações são o resul- 
tado de quatro mecanismos de regulação sobre a atividade CDK: 
füsforilaçâo ou desfosforilação da CDK, degradação controlada 
da subunidade ciclina, síntese periódica das CDKs e cidinas, e 
açao de proteínas inibidoras específicas das CDKs. 



Figura 13-32 - Variações nas atividades das CDKs especificas du- 
rante o ciclo celular em animais. A atividade da cidina E-CDK2 atin- 
ge um máximo próximo dos limites das fases G1-S, onde a enzima ativa 
desencadeia a sfntese das enzimas requeridas para a síntese do DNA 
(veja Fig. 13-35). A cidina A-CDK eleva-se durante as fases 5 e G2, 
caindo depois abruptamente na fase M, quando a cidina 6-CDK atinge 
o máximo. 


Regulação das CDKs pela fosforilaçâo. A atividade da 
CDK é im pressiona ntemente afetada peia fosforilaçâo e desfos- 
forilação de dois resíduos críticos na proteína (Fig. L3-33a). A 
fosforilaçâo da Tyr ]5 próxima da extremidade aminoterminal 
torna a CDK2 inativa; o resíduo (^-Tyr está no sítio de ligação 
do ATP na quinase, e a carga negativa do fosfato bloqueia a en- 
trada do ATP. Uma fosfatase específica desfosforila este resíduo 
®-Tyr, permitindo a ligação do ATI 5 , A fosforilaçâo da Thr 1 * 0 na 
“alça T” da CDK, catalisada pela quinase ativadora da CDK, for* 
ça a alça T para fora da fenda de ligação do substrato, permitin- 
do a ligação do substrato e a atividade catalítica. 

Uma circunstância que desencadeia esse mecanismo de con- 
trole é a presença de quebras em uma fita simples do DMA, que 
leva k parada do ciclo celular em G2. Uma proteína quinase es- 
pecífica {chamada de Ra d 3 na levedura), que é ativada pelas que- 
bras na fita simples do DN A, desencadeia uma cascata que leva à 
ínativaçân da fosfatase que desfosforila a Tyr 15 da CDK. A CDK 
permanece inativa e a célula fica parada em G2. A célula não se 
dividirá até que o DNA seja reparado e os efeitos da cascata se- 
jam revertidos. 


Degradação controlada da ciclina. A degradação proteo- 
lítica temporalmente precisa e altamente específica das ciclinas mi- 
tóticas regula a atividade CDK durante todo o ciclo celular. O pro- 
gresso ao longo da mitose requer primeiro a ativação e depois a 
destruição das ciclmas A e B, que ativam a subunidade catalítica 
da CDK da fase M, Essas ciclinas contém próximo de sua extremi- 
dade aminoterminal a sequência Arg-Thr-Ala-Leu-Gly-Asp-Ile- 
Gly-Asn, a “caixa de destruição" que as marcam para a degrada- 
ção. (Este uso do termo “caixa” deriva da prática comum, na es- 
quematização da seqüência de um ácido nudéico ou proteína, de 
envolver dentro de uma caixa uma sequência curta de nudeotídeos 
ou resíduos de aminoáddos com alguma função específica. Isso 
não implica nenhuma estrutura tridimensional.) Uma proteína 
que reconhece essa seqüência, chamada de DBRP (proteína reco- 
nhecedora da caixa de destruição; “destruction bax recognisdng 
protein”)> inicia o processo de degradação da cidina trazendo jun- 
tas a cidina e uma outra proteína, a ubiquítina. A cidina e a ubí- 
quitina ativada são unidas covalen temente pela enzima ubiquiti- 
na ligase (Fig. 13 -3 3b), Muitas outras moléculas de ubiquitína são 
anexadas, fornecendo o sinal para um complexo enzimátíco pro- 
teolítico, ou prutea&somo, para degradar a cíclina. 


© O complexo cidina-CDK fortm-$c 
(a) mas a fbflforikção da Tyr bloqueia 



Figura 13-33 - Regulação da CDK pela fosforilaçâo e proteòliçe (a) A proteína quinase dependente de cidina, 
ativada durante a mitose (a CDK da fase M), possui uma "'alça T” que pode se dobrar no sitio de ligação do substrato. 
Quando um resíduo de Thr na alça T está fosforilado, a alça se move para fora do sítio de ligação do substrato, ativando a 
CDK muitas vezes, (b) 0 complexo ativo da CDK-ddina desencadeia sua própria mativação pela fosforilaçâo da DBftP 
(proteina reconhececJora da caixa de destruição). A DBRP e a ubiquitina ligase Jigam então várias moléculas de ubiquitína 
(U) á cidina. marcando-a para a destruição pelos proteassomos, compíexo de enzimas proteoliticas. 
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O que controla o tempo da degradação da cidina? Há um tipo 
de regulação em que o aumento da atividade CDK ativa a proteò- 
liseda cidina. Como mostrado na Figura i 3 ^ 3 3> a dclina recente- 
mente sintetizada se associa e ativa a CDK, que fosforila e ativa a 
DBRP. A DBRP ativa induz então a proteólise da cidina. A dimi- 
nuição da cidina provoca a queda da atividade CDK, e a atividade 
da DBRP também cai por meio de lenta e constante defosfòriJaçâo 
e inativação por uma DBRP fosfatase. O nível da cidina é final- 
mente restaurado pela síntese de novas moléculas de ciclinas, 

O papel da uhiquitina e o dos protcassomos não estão limi- 
tados à regulação da cidina, como veremos no Capítulo 27, am- 
bos estão também envolvidos na regulação da degradação das 
proteínas celulares, um processo fundamental para a economia 
doméstica celular. 

A síntese regulada das CDKs e das ciclinas. O terceiro 
mecanismo de alteração da atividade CDK é a regulação da ve- 
locidade da síntese da cidina ou da CDK ou de ambas. Por exem- 
plo, a ciclina D, a ciclina E» a CDK2 e a CDK4 são sintetizadas 
apenas quando um fator de transcrição, E2F, estiver presente no 
núcleo para ativar a transcrição desses genes. A síntese do E2F é, 
por seu lado, regulada por sinais extracelulares tais como os fa- 
tores de crescimento e as dtodnas (indutores da divisão celu- 
lar), compostos julgados essenciais para divisão das células de 
mamíferos em cultura. Esses fatores de crescimento induzem a 
síntese de fatores nucleares específicos de transcrição, essenciais 
para a produção de enzimas da síntese do DNA, Os fatores de 
crescimento desencadeiam a fosforilação das proteínas Jun e Fos» 
fatores de transcrição que promovem a síntese de vários produ- 
tos gênicos, incluindo ciclinas, CDKs e E2R E2F, por seu lado, 
controla a produção de várias enzimas essenciais para a síntese 
dos desoxirribon utleotídeos e do DNA, permitindo às células 
entrar na fase S (Fig. 13-34), 



Figura 13-34 - Regulação da divisão celular polos fatores de cresci- 
mento. A via dos fatores de crescimento até a divisão celular passa pelas 
cascatas de enzimas que ativam a MAPK (proteína quinase dependente 
de mit6cjenos r veja Fig. 13-7): da fosforilação dos fatores de transcrição 
nucleares, Jun e Fos; e da atividade do fator de transcrição E2F, que pro- 
move a síntese de várias enzimas essenciais para a Entese do DMA. 


Inibição das CDKs. Finalmente, inibidores protéicos específi- 
cos ligam-se e ínativam CDKs específicas. Uma dessas proteínas 
é a p2 1 , que discutiremos a seguir. 

Esses quatro mecanismos de controle modulam as atividades 
das CDKs específicas que, por sua vez, controlam se uma célula 
irá se dividir, diferenciar, tomar permanentemente quiescente 
ou iniciar um novo ciclo de divisões depois de um período de 
quiescência. Os detalhes da regulação do eido celular, tais como 
o número das diferentes ciclinas e quinases e as combinações 
em que elas atuam, diferem de organismo para organismo, en- 
tretanto, o mecanismo básico conservou-se na evolução de to- 
das as células eucarióticas. 

As CDKs regulam a divisão celular 
pela fosforilação de proteínas criticas 

Examinamos como o controle da atividade da CDK é mantido, 
entretanto, como a atividade da CDK controla o ciclo celular? A 
lista de proteínas -alvo conhecidas» nas quais as CDKs agem» con- 
tinua a crescer, e muito ainda permanece para ser conhecido. 
Entretanto, podemos ver um padrão geral, atrás da regulação da 
CDK, inspecionando o efeito das CDKs na estrutura da laminí- 
na, da miosina e na atividade da proteína retínoblastoma. 

A estrutura do envelope nuclear é mantida em parte pela 
rede altamente organizada de filamentos intermediários, com- 
postos da proteína laminina. A quebra da membrana nuclear, 
antes da segregação das cromátides filhas na mitose, é em parte 
devida à fosforilação da laminina pela CDK, que induz a despo- 
larização dos filamentos da laminina, 

Um segundo alvo da quinase é a maquinaria contrátil da 
actomiosina direcionada pelo ATP» que estreita uma célula em 
divisão em duas partes iguais durante a citodnese. Depois da 
divisão, a CDK fosforila uma pequena suhunidade regulatória 
da miosina, provocando a dissociação da miosina dos filamen- 
tos de ac tina e inativando a maquinaria contrátil. A defosforila- 
ção subseqüente permite a remontagem do aparelho contrátil 
para o próximo ciclo de citodnese, 

Um terceiro» e muito importante substrato da CDK, é a pro- 
teína do retinoblasitoma, pRb, que participa de um mecanismo 
que interrompe a divisão celular em Cl, se uma lesão no DNA 
for detectada (Fig, 13-35). Assim chamada por ter sido desco- 
berta em uma linhagem celular de tumor da retina, a pRb fundo- 
na em rodos os tipos celulares regulando a divisão celular em 
resposta a uma variedade de estímulos. A pRb não-fosforilada 
se liga ao fator de transcrição E2F, enquanto, ligado à pRb, o E2F 
não consegue promover a transcrição de um grupo de genes ne- 
cessários para a síntese do DNA (os genes para a DNA polime- 
rase ot, a ribonuclcotídco redutase e outras proteínas). Nesse es- 
tado, o ciclo celular não consegue prosseguir de G 1 para a fase S, 
a etapa que compromete uma célula à mitose e à divisão celular. 
O mecanismo de bloqueio pRb-E2F é aliviado quando a pRb 
for fosforilada pela cidina E^CDK2, que ocorre em resposta a 
um sinal para que a divisão celular prossiga. 

Quando uma lesão do DNA» como a quebra de uma fita sim- 
ples» for detectada pela proteína p53, essa proteína age como um 
fator de transcrição que estimula a síntese da proteína p2l, que 
inibe a atividade da proteína quinase ciclina E-CDK2. Na pre- 
sença de p21 , pRb permanece desfosfonlida e ligada ao E2F, blo- 
queando a atividade desse fator de transcrição, e a célula fica 
parada em Gl, Isso oferece tempo para a célula reparar o seu 
DNA antes de entrar na fase S, evitando portanto a transferên- 
cia potendalmente desastrosa de um genoma defeituoso para 
uma ou ambas as células filhas. 
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Oncogertes, Genes Supressores de 
Tumores e Morte Celular Programada 

Tumores e cânceres são resullado dé uma divisão celular des- 
controlada* Norma] mente, a divisão celular é regulada por uma 
família de fatores de crescimento extracelulares, proteínas que 
induzem as células em repouso a se dividir e, em alguns casos, a 
se diferenciar. Alguns fatores de crescí men tu estimulam a divi- 
são apenas daquelas células com receptores apropriados, ou- 
tros possuem um efeito mais geral. Defeitos na síntese, na regu- 
larão ou no reconheci mento dos fatores de crescimento podem 
levar ao cincer. 

Os oncogenes sâo formas mutantes dos genes 
para as proteínas que regulam o d do celular 

Os oncogenes foram originalmenle descobertos em vírus cau- 
sadores de tumores, depob* descobriu-se que eram muito seme- 
lhantes ou derivados, de genes presentes em células hospedeiras 
animais, chamadas de proto-cmeogenes, que codificam proteí- 
nas reguladoras do crescimento. Durante as infecções virais, a 
sequência de ONA de um prolo-oncogene é algumas vezes co- 
piada pelo vfrus e incorporada em seu genoma [Fig- 13-36), Hm 
algum lugar, durante o ciclo da infecção virai, o gene pode tor- 
nar-se defeituoso por truncamento ou mutação, Quando esse 
oncogene virai é expresso em sua célula hospedeira durante uma 
infecção subseqüente, a proteína anormal interfere na regulação 
do crescimento «lular, resultando às vezes em um tumor, 

Qs proto-oncogenes podem tornar-se oncogenes sem um 
intermediário vi rd, Rearranjos cromosaõ micos, agentes quí- 
micos e radiação estão entre os fatores que podem causar mu- 
tações ontojçénicas- As mutações que produzem os oncogenes 


são geneticamente dommanles; se qualquer um dos pares cro- 
mossomos contém um gene defeituoso, esse produto gênico 
envia o sinal "dividir", o que levará a um tumor. O defeito on- 
cogénico pode estar em qualquer uma das proteínas envolvidas 
na comunicação do sinal “dividir”. Conhecemos oncogenes que 
sâo proteínas secretoras, fatores de crescimento, proteínas trans- 
membrana (receptores), proteínas citoplasm áticas (proteínas 
G e proteinas quinases) e fatores de transcrição nuclear que 
controlam a expressão de genes essenciais para a divisão celu- 
lar (fun. Fos). 

Algurcs oncogenes codificam receptores de superfície com 
Sítios de ligação ao sinal defeituosos nu ausentes, de modo que a 
atividade da rirosina quiruse sei a desregulada. Por exemplo, a 
proteína ErbB é esse ncialmcn I e idéntka ao receptor normal para 
o fator <ie crescimento epidérmico (EGF), exceto pek) fato de 
que ErbB não possui o domínio aminoterminsl que normal - 
mente se liga ao EGF IFig. W-37) e consequentemente envia o 
sinal para se dividir, estando o EGF presente ou não. Uma va- 
riante do Erb r o produto do oncogene erfcBZ \ para uma explica- 
ção do uso de abreviações em nomear genes e seus produtos, 
veja Capítulo 25), é comumenic associada com os cânceres do 
epitélio glandular na mama. estômago e ovário. 

Formas mutantes da proteína G Ras são comuns nas células 
tu morais. O oncogene ras codifica uma proteína com sítio dc 
ligação ao GTP normal mas sem atividade GTPase. A proteína 
mutante Ras está, portanto, sempre em sua forma ativada (liga- 
da ao GTP), independente mente dos sinais vindos através do 
receptor normal, O resultado pode ser o crescimento desregu- 
lado. Mutações em rãi estão associadas com 30 a 50% dos car- 
cinoma s do pulmão e colo e mais de 90% dos carcinomas pan- 
CTCátkoS. 
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figura 13-36 - Conversão de um gene regulatòrio em um oncoge- 
ne virai Q) Uma célula normal é infectada por um retrovirus (Capitulo 
25), que © insere seu próprio genoma dentro rio cromossomo da célula 
hospedeira, próximo do gene para uma proteína regulatória (o proto- 
oncogene). © As partículas viraJS liberadas da célula infectada algumas 
vezes "capturam" um gene hospedeiro, neste caso um proto-oncogene. 
■© Durante vários ciclos de mfeeçso, ocorre uma mutação no proto- 
oncogene virai, convertendo-o em um oncogene. © Quando o vlms 
subseqüentemente infecta uma célula, eíe introduz o oncogene dentro 
do DNA da célula. A transcrição do oncogene leva á produção de uma 
proteína regulatória defeituosa que continuamente oferece o sinal para a 
divisão celular, sobrepujando os mecanismos regulatddos normais. As 
células do hospedeiro infectadas com os virus contendo o oncogene, 
portanto, sofrem uma divisão celular não regulada — elas formam tumo- 
res. Os proto-orceogenes podem também sofrer mutações em oncogenes 
sem a mtervenção de um retrovírus, como descrito no texto. 


Domínio dc ligação 



Receptor BGF normal Pratetzui ErbB 

Figura 13-37 - Üncogenes que codificam o receptor EGF defeituo- 
so. O produto do oncogene enbB (a proteína ErbB) é uma versão trunca- 
da do receptor normal para o fator de crescimento epidérmico (EGF). Seu 
domínio intracelular possui a estrutura normal mente induzida pela liga- 
ção do EGF. entretanto, a proteina nâo possui o sítio de ligação extrace- 
lufar para o EGF. Não regulada pelo EGF. a ErbB smaliza continuamente 
para a divisão celular. 


Defeitos em genes supressores de tumores 
removem as restrições normais na divisão celular 

Os genes supressores tumorais codificam proteínas que normal - 
mente restringem a divisão celular. Mutação em um ou mais 
desses genes pode levar à formação tumoral. O crescimento des- 
regulado devido a genes supressores tumorais defeituosos» dife- 
rentemente daqueles devido aos oncogenes, é geralmente reces- 
sivo, Uma pessoa que herda uma cópia correta e uma cópia de- 
feituosa não estará doente, mas cada célula no corpo dessa pessoa 
terá uma cópia defeituosa do gene. Se qualquer uma dessas 1Ü E2 
células somáticas subseqüentemente possuir uma mutação na 
cópia boa, um tumor poderá crescer a partir daquela célula com 
dupla mutação. Mutações em ambas as cópias dos genes para 
pRb,p53 ou p2l produzirão células cm que a restrição normal â 
divisão celular está ausente e termina com a formação tumoral, 

O retinoblastoma é um câncer da retina que ocorre em crian- 
ças que possuem dois alelos fffr defeituosos. Crianças muito jo- 
vens que desenvolvem o retinoblastoma, comumente» possuem 
tumores múltiplos em ambos os olhos. Cada tumor é derivado 
de uma única célula da retina que tenha sofrido uma mutação 
na cópia boa do gene Rb. (Um feto com dois alelos mutantes em 
cada célula não é viável.) Pacientes com retinoblastoma tam- 
bém possuem uma alta incidência de cânceres de pulmão, prós- 
tata e mama. 

Um evento bem menos comum é aquele de uma pessoa nas- 
cida com duas cópias boas de um gene que terá duas mutações 
independentes no mesmo gene» na mesma célula, mas isso ocor- 
re, Alguns indivíduos desenvolvem retinoblastomas mais tarde 
na infância, usualmente com apenas um tumor etn um dos olhos. 
Esses indivíduos presumivelmente nasceram com duas cópias boas 
do Rb em todas as células, mas tiveram mutações em ambos os 
genes Rb em uma única célula da retina, levando a um tumor. 

Mutações no gene para a p53 também causam tumores; em 
mais de 90% dos carcinomas das células escam antes cutâneas 
humanas (cânceres de pele) e em cerca de 50% de todos os ou- 
tros cânceres humanos, a p53 está defeituosa. Casos raros de in- 
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dívíduos que herdam Lima cópia defeituosa da p53 com u mente 
apresentam a síndrome Li-Fraumeni, na qual cânceres múlti- 
plos (da mama, cérebro, osso, sangue, pulmão e pele) ocorrem 
em alta freqüênda e em uma idade precoce, A explicação para os 
tumores múltiplos nesses casos é a mesma explicação para as 
mutações Hb\ um indivíduo nascido com uma cópia defeituosa 
da p53 em cada célula somática provavelmente sofrerá uma se- 
gunda mutação na p53, em mais de uma célula na sua vida, 

O efeito das mutações nos oncogenes e nos genes supresso- 
res tumorais não é uma resposta tudo ou nada. Em alguns cânce- 
res, talvez em todos, a progressão de uma célula normal para um 
tumor maligno envolve o acúmulo de mutações (às vezes duran- 
te várias décadas), nenhuma das quais sozinha é responsável pelo 
efeito final. Por exemplo, o desenvolvimento do câncer colorretal 
possui várias etapas reconhecidas, cada uma associada com uma 
mutação (Fig. 13-38). Se uma céluia epitelial normal no colo so- 
fre mutação de ambas as cópias do gene supressor tumoral A PC 
{adenoma poliposo do colo; “odenomatous polyposis roli"), ele 
começará a se dividir mais rápido do que as células normais e 
produzirá um clone de si próprio, um pólipo benigno (adenoma 
inicial). Por razões ainda não conhecidas, a mutação A PC levará 
â instabilidade cromossòmica, e regiões inteiras de um cromos- 
somo são perdidas ou rearranjadas durante a divisão celular, Essa 
instabilidade pode ievar a uma outra mutação, comumente em 
ras, que converte 0 clone em um adenoma intermediário. Uma 
terceira mutação (provavelmente no gene supressor tumoral 
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Figura 13-38 - Da célula epitelial normal para o câncer colorretal 

No colo, mutações em ambas as cópias do gene supressor tumoral, APC, 
levam a agregados de células epiteliais benignas que se multiplicam mui- 
to rapidamente (adenoma inicial). Se uma célula já defeituosa no APC 
sofrer uma segunda mutação no proto-oncogene ras, a célula dupla- 
mente mutada dá origem a um adenoma intermediário, formando um 
pólipo benigno do colo. Quando uma dessas células sofre outras muta- 
ções nos genes supressores tumorais DCC (provavelmente) e pS3, for- 
mam-se tumores progressivamente mais agressivos, Finalmente, muta- 
ções em genes ainda não caracterizados levam a um tumor maligno e 
final mente a um tumor metastático que pode se espalhar para outros 
tecidos. A maioria dos tumores malignos é provavelmente o resultado de 
uma série de mutações como estas. 


DCC) kva ao adenoma final Apenas quando ambas as cópias da 
p53 se tornam defeituosas é que essa massa celular se tomará um 
carcinoma, um câncer maligno que coloca a vida em risco, A se- 
quência inteira, portanto, requer pelo menos sele '"acertos" gené- 
ticos: dois em cada um dos três genes supressores tumorais (APC, 
DCC e p53) e um no proto-oncogene ra$, Provavelmente, há vá- 
rios outros caminhos para o câncer colorretal, entretanto, o prin- 
cípio de que a malignidade máxima resulta apenas de mutações 
múltiplas, provavelmente, se manterá. Quando uni pólipo for de- 
tectado na etapa de adenoma inicial e as células contendo as pri- 
meiras mutações forem removidas cirurgicamente, os adenomas 
tardios e os carcinomas não se desenvolverão, daí a importância 
da detecção inicial. 

A apoptose é o suicídio celular programado 

Muitas células podem controlar precisamente o tempo da sua 
própria morte pelo processo da morte celular programada ou. 
apoptose. No desenvolvimento de um embrião, por exemplos 
algumas células devem morrer, A formação dos dedos a partir 
das extremidades curtas e grossas dos membros envolve a morte 
de células, temporalmente precisa, entre os ossos dos dedos em 
desenvolvimento. Durante o desenvolvimento do nematódeo 
Caenorhabdítn etegans , a partir de um ovo fecundado, exata- 
mente 131 células (de um total de 1,090 células somáticas no 
embrião) devem sofrer morte programada a fim de construir o 
corpo adulto, 

À apoptose também possui funções em processos outros que 
o desenvolvimento, Quando uma célula produtora de anticor- 
pos estiver produzindo anticorpos contra um antígeno normal- 
mente presente no corpo, esta célula sofrerá morte programada 
na glândula timo — um mecanismo essencial para a eliminação 
de anticorpos autodestruidores. À eliminação mensal de células 
da parede uterina (menstruação) é um outro caso de apoptose 
mediando a morte celular normal. Algumas vezes o suicídio ce- 
lular não é programado, mas ocorre em resposta a circunstânci- 
as biológicas que ameaçam o resto do organismo. Por exemplo, 
uma célula infectada por vírus, que morre antes de completar o 
ciclo infeccioso, previne a propagação do vírus para as células 
vizinhas. Vários estresses como calor, hiperosmokridade, luz UV 
e irradiaçáo gama também desencadeiam o suicídio celular, pre- 
sumivelmente o organismo estará melhor com essas células 
mortas do que vivas e aberrantes. 

Os mecanismos regulatóríos que desencadeiam a apoptose 
envolvem algumas das mesmas proteínas que regulam o ciclo 
celular. O sinal para o suicídio freqüentemente provém do exte- 
rior, por meio do receptor da superficíe. Q fator de necrose tu- 
moral (TNF), produzido pelas células do sistema imune, intera- 
ge com as células por meio de receptores específicos para o TNF. 
Esses receptores possuem sítios de ligação ao TNF na face exter- 
na da membrana p] asmática e um '"domínio morte” de cerca de 
MO resíduos de aminoácidos, que passa o sinal de autodestruição 
através da membrana às proteínas citosólicas como o TRADD 
(domínio morte associado ao receptor do TNF — <S TNF re- 
ceptor- Associated death domam”) (Fíg. 13-39). Um outro re- 
ceptor, Fas, possui um domínio morte semelhante que permi- 
te que ele interaja com a proteína citosólica FàDD (domínio 
morte associado ao Fas — “Fas-assodated death domam 1 "), que 
ativa uma protease citosólica chamada de caspase-8, Essa enzi- 
ma pertence a uma família de proteases envolvidas na apopto- 
se; todas são sintetizadas como proenzimas inativas, todas pos- 
suem um resíduo crítico de Oys no sítio ativo e todas hidrolisam 
suas proteínas- alvo no lado carboxiterminal de resíduos especí- 
ficos de Asp. 
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Figura 13-39 - Eventos Iniciais cia apoptose Os receptores na mem- 
brana plasmática {Fas r TI4F-RI) recebem sinais de fora da célula (o ligante 
Fas ou o fator de neçng&e tg moral (TNF) r respectivamente), A ativação cFo 
receptor permite a interação entre o "domínio morte" (uma seqüência 
de EG resíduos em Fas ou ThíF-RI e um domínio morte semelhante nas 
proteinas citosõlicas FADD ou TRADD. A FADO atrva uma protease cito- 
sólica chamada de caspase-3, que ativa proteoliticamente outras protea- 
5és Ceiu lares. À TRADD também ativa proteases, A proteólise resultante é 
o fator mais importante para a morte celular, 


Quando a caspa$e-8, uma caspase 4 iniciadora 11 , é ativada por 
um sinal apoptótico transportado por meio do FADD, ela se 
auto-ativa clivando sua própria forma de proenzima, As mito- 
côndrias são um dos alvos da caspase-fi ativa, A protease induz a 
liberação de certas proteínas encontradas entre as membranas 
mitocondriais interna e externa: citocromo c (Capítulo 19) e 
várias caspases ‘ efetoras* O citocromo c liga-se à forma de pro- 
enzíma da caspase efetora e estimula sua ativação proteolítica 
pela caspase-fí, A caspase efetora ativa, por sua vez, catalisa a 
destruição generalizada das proteínas celulares, que é a princi- 
pal causa da morte celular apoptótica. Uma açâo-alvo específica 
da caspase é a DNase ativada pela caspase. 

Os produtos rnonoméricos das degradações das proteínas e 
de DNA (aminoácidos e nudeoddeos) são liberados em um pro- 
cesso controlado que os permite ser captados e reutilizados pelas 
células vizinhas. A apoptose, dessa forma, permite ao organismo 
eliminar uma célula sem desperdiçar seus componentes. 
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Todas as células possuem mecanismos de transdu- 
ção de sinais específicos e alta mente sensíveis, que 
têm sido conservados durante a evolução, Uma gran- 
de variedade de estímulos, incluindo hormônios, 
neurotransmissores e latí ires de crescimento, atua 
por meio de receptores protéicos específicos na 
membrana plasmática. Os receptores ligam-se à 
molécula sinal, amplificam o sinal, integram-no 
com os vindos de outros receptores e transmitem- 
no para dentro da célula. Se o sinal persistir, a des- 
sensibilização do receptor reduz ou termina a res- 
posta, As células eucarioticas possuem quatro me- 
canismos de sinalização gerais: (1) canais iónicos 
na membrana plasmática; (2) enzimas com um do- 
mínio catalítico dentro da célula e um receptor ex- 
tracelular para o sinal; (3) proteínas de membrana 
que estimulam proteínas-alvo específicas [enzimas 
ou canais iônicos) pela ativação de proteínas G; c 
(4) proteínas nucleares que se ligam a esteróides e 
atuam como fatores de transcrição. 

Os canais iônicos abertos por ligantes ou poten- 
cial de membrana são centrais para a sinalização em 
neurônios e outras células. Os canais Na J K' aber- 
tos por voltagem, das membranas ncuronais, trans- 
portam o potencial de ação ao longo do axònio 
como uma onda de despolarização (influxo de Na') 
seguido pela repfilarização (efluxo de ÍO). A chega- 
da de um potencial de ação desencadeia a liberação 
de um neurotransmissoT da célula prá-sináptica, ü 
neurotransmissor(acetileolma, por exemplo) difun- 
de-se ã célula pós-sináptica. liga-se a receptores es- 
pecíficos na membrana plasmática e desencadeia 
uma alteração na V m . 


O receptor da insulina é o protótipo dos recep- 
tores enzimátiens com a atividade tirosína quinase. 
Quando a insulina se liga ao receptor, o domínio 
enzünático fosforila primeiro a si próprio e depois 
as outras proteínas -alvo em resíduos Tyr, criando 
um sítio de ligação paro as proteínas com domínios 
SH2. Interações seqüendais proteína-proteína final- 
mente terminam na ligação do GTP à proteína Ras, 
deslocando o GDP e ativando a Ras. A Ras, por sua 
vez. ativa uma cascata de proteína quinase que ter- 
mina com a fosforílação de proteínas-alvo no cito- 
sol e no núcleo. O resultado são alterações metabó- 
licas específicas e a alteração na expressão gémiea. 

O fator natriurético atrial liga-se a receptores 
enzímáticos com atividade guanilil ciclase. Q cGMF 
produzido atua como um segundo mensageiro, ati- 
vando a proteína quinase dependente de cGMP 
(PKG). Essa enzima altera o metabolismo fosfori- 
lando enzimas- alvo específicas. 

O receptor fi-adrenérgico tipifica a grande família 
de receptores que possuem sete segmentos trans- 
memhrana e atuam por meio de proteínas G trimé- 
rteas. Durante a ligação do ligante, esses receptores 
serpenteantes catalisam a troca para GTP, do GDP 
ligado a G ( , A ligação do GTF força a dissociação da 
subunidade a da G K , e essa subunidade ativa a adeni- 
Eil ciclase na membrana plasmática. O cAMP produ- 
zido é uma mensagem secundária intracelular que 
estimula a proteína quinase dependente de cAMP 
(FKA). A PKA medeia os efeitos da adrenalina fosfo- 
rilando proteínas-chave nas vias metabólicas dos car- 
boidratos c gorduras. Essa cascata de eventos, na qual 
uma única molécula de hormônio ativa um catalisa- 



dor que por sua vez, ativa om uUtfü catalisador, r as- 
sim por diante, rrauJta em uma grande amplificação 
do sinal; essa é a característica de lodos os sistemas 
ativados por hormônios. O mensageiro secundário é 
finaimente destruído peia tosÉtKlicstetJse do cAMP, 
eaG, desliga-se pela hidrólise de seu GTF Ligado, em 
GDP, temunando a resposta Quandu o sinal da adre- 
nalina persiste, a ação de uma protema quinase espe- 
cifica para o receptor p-adrenérgico t|tARK \ e a ar- 
r es Uru temporárizmenit JesscnsíbiUzani a eduk para 
a adrenalina. Alguns receptores otimubm a adcnilil 
ckUse por meio da outros mibem-na por meto 
da Gj. Assim, a fcAMP] cdular reflete a informação 
integrada de dois lou mais) ánais. 

Algum receptora serpenteantes acoplados a 
uma Rsíblipase C ÍPU*} da membrana pLasmitica que 
diva P [p : em drarilgLcero I e IP i. Abrindo os canais de 
Ca 7 * no retículo endopteHnátKO, o IP t íteva a [Ca 14 ] 
dtasólica e n Ca 7 " cnmhin a- se com o diadlglicenil para 
ativar a proteína quínase C ( PKC ). Fjaj enzima, fosfo- 
rilando proteínas celulares ópctifítív produz a res- 
posta da célula ao sinal cxtracelukr. A ICa 7 ' | celular 
regula virias enzimas, fretpenicmefUe por meio da 
proteína de ligação do Ca ; \ a calmodulína. 

A visão, o dfato e * gustação nos vertebrados em- 
pregam receptores serpenteantes, que aluam por meio 
das proteínas G trímérieas para alterar o dos neu- 
rônios sensoriais. Nas células bastu neles e çnnes da 
retina, a luz ativa a rodopsina, que t^timula a substi- 
tuição do GDP pdu GTP na proteína G, a transduci- 
na. A subunídade ct liberada da transdudna ativa a 
fbsfadiesterase cGMR que então diminui a JcGMP] 
e assim fecha os canais iônitns dependentes de cGMP 
nos segmentos externos dos Muránku. À hiperpola- 
rização resultante da célula basto nete ou cone trans- 
porta o sinal para o próximo neurônio na vk, e final- 
mente ao cérebro, Nos neurônk» olfjtLvm, o estimulo 
ama por meio de receptores serpcntearites e prcrietms 
G, desencadeando ou um aumento na [cAMP] | ati- 
vando a adenild ckiasel uu um aumento na |Ca 7 *] 
íathwido a FLCh Esses mensagem» lecmxlarsos até 

Iam os niinjw iómeos e, portanto, a V„, Os neurônios 
gustativos possuem receptores serpeni cantes que res- 


pondem aos sabores devandu {doce) ou diminuin- 
do (amargo) a [cAMP|, que püt sua vez altera o V m 
abrindo os canais iúniavs, 

Os hormônios csterôkies entram nas células e li- 
gam-se a proteínas receptoras específicas, O comple- 
xo hormônio- receptor liga -se a regiões especificas do 
DNA, chamadas de elemenios de resposta hormo- 
nal, e regula a expressão de genes na proximidade. 

Muitas vias de sinalização levam ÉJialmente a ati- 
vação de unu proteína quínase, que altera a atividade 
de suas proteínas- ahro especificas adicionando um gru- 
po tbsfbnla a um resíduo de Ser, Thr e Tyt A progres- 
são através do eido celular é regulada por uma íamilo 
de proteínas quinases que Atuam em penodos espea* 
ficos do cklu, fhafurikndo proteirus-duw e modu- 
laiytfi jtnidades A subunídade catahtica dew g 
proteínas qumases dependentes de adirias íCDKs) ç 
inativa, a menos que se associe com a subunídade ie- 
gubtoria àdina. A atividade de um complexo cidma- 
CDK modifica - sc durante O eido cdtdar por meio da 
snuTése diferencial das t í >Ks, da degradação especifica 
da adina, da fbdòrilaçto e desfosíoniação de residira 
Críticos nas CDKs r da ligação de proteínas inibitónas 
em ddinas-CDKs espm ficas. 

Os oncogenes codificam proteínas sinalizadoras 
defeituosas, Oferecendo conluiuamenteo sinal para 
a divisão celular, rias levam à formação do tumor. 
Os oncogenes são geneticamente dominantes e po- 
dem codificar fatores de crescimento, receptores, 
proteínas G, proteínas quínascs ou reguladores nu- 
cleares da transcrição defeituosos. Os genes supres- 
sores tu morais codificam proteínas regulatórias que 
normalmente inibem ã divisão celular; mutações 
nesses genes podem Levar á formação de tumores, 
mas são geneticamente recessivas. O câncer geral- 
mente é o resultado de urrt acúmulo de mutações 
nos ortojgen.es e nos genes supressores tumorais. 

A apoptw i. morte celular programada) eniohe al- 
gumas proirinas que regulam o eido cdular e outras 
úricas para a via da morte celular Ltesmcadeada por 
unais externos como o fator de necrose tumoral ou 
por mecanismos internos, a apopíose termina na ativa- 
ção de pioteass que degradam as proteínas celulares 
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Visão da importância dos múltiplos sítios de fosfori- 
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L. Efertc* terapêutico* dp alhutcfol. Oi sintomas respira- 
tório® da asma dcvcm-w 2 eutixi rrçio dos brônquios e 
do* bror>quín|ç» 4o® pulríiôé* devido ã contração do 
músculo Eivo de su» parrdcv EíM comirição pode ser 
revertida peia ckração da [cAMPI no miuculo liso. ti 
pisque cm cIcjicm icnpcvtki» do aftwiirrol. um agorusta 
fl-sdrcnérpccv, receitado (por inalação) para J asnu. Você 
esperaria que essa droga thette qualquer efcto colateral? 
Como podería se proicur urna droga rodhor que não 
tivesse esses efeitos? 

2- Amplificação d» «nwu hormonais. Detorva todas as 
fumes dc smplifkação no w»ctu do receptor da insulina. 

3. Término doa ã . iu hormonaia Oi stna» transportados 
por hormàcins devem fi íuLmenle terminar Doara v»- 
níH mecaiiisiiHH {tiínrntn ptra a lemttiução do sinal. 

4. Eipmfi cidade de um tina) para um tipo celular úni- 
co. Discuta, a validade 4a legumle proposição uma mo- 
lécula de sinalização (hormônio. falor de crescimento ou 
neuruiTanfimi^wjrl induz a respütlas idênticas em dife- 
rentes li puí. de células-alvo se riu contiverem receptores 
Idênticos, 

3 „ Potencial de membrana de repou». Uma variedade de 

invertebrados pouco usuais, incluindo moluscos gigan- 
tes, mexilhões e vermes poliqucias, vivem nas margens 
de correntes hídrotérmiciu no fundo dt> oceano. 

(a) O músculo adutor dc um molusco gigante das pro- 
fundidades do mar possui um potenckl de membrana de 
repouso de -95 mV. Conhecidas u composições jónicas in- 
tra e extraoelulares, mostradas na tabeU a seguir voct pre- 
díziria esse potenckl de me mbrana? Ror que sim ou não? 


ion 

Concentração (mM) 

Intracelular 

intracelular 

Na h 

440 

50 

K' 

20 

400 

C T 

3U0 

21 

Ca 1 * 

10 

0.4 


íb) Assumindo que a membrana do músculo adutor 
srii permeável a «perus um do$ tons bsuwlos na tabela* 
qual íon podería determinar o V M ? 

6- Potenciais de membrana nos oro* do sapa A fertiliza- 
ção de Lun adoto do sxpo por um esf>efmaiü 2 ôide de- 
sencadeia ilteracõe? iõnicas semelhantes ãqudaj obser- 
vadas nos neurônios «durante i movimentação dm po- 
tcnàaii de ação) e inicia os ornios que kvaxn à divisão 
celular t o deseirrobiniemo do embrião. Oódrm podem 
ser estimulados a se dnddir sem a fentlíxação, suspen- 
dendo-* em Wrbl dc KG la ApM de lago normal con- 
tém 9mM de KQ). 

(a ) Como a alteração na | Kt J | efl modular ateia o po- 
tencial de membrana de repouso do oúdio? | Dica: Assu- 
ma que o Dõcito contenha líbroM K' e sejê penucávd 
apertos ao K\} Assuma uma temperatura de 2íl"C 

(b) Quando o experimento for repelido em ãgua .sem 
Ca 2 " 1 , j [KCI] elevada não tem efeito, O que isso sugere 
sobre o mecanismo do efeito do KCI? 

7. Excitação desencadeada pelá hí per polarização. Na 
maioria dos neurônios, íi àtipclüHlihfâo da membrana 
leva à abertura dos canais iúnicos dependentes da vol- 
tagem, gerando um potencial dc açüo e finalmente um 
influxo de Ca J \ que induz a libençlo dn neurotrans- 
missor no terminal do axónio, Invente uma estratégia 


celular peia qual a hipérpúhtriiiii^ú n*s células bsutonc- 
tes poderia produzir * euitjçju da via visual c a passa- 
gem dos sinais vbiuía an çéfébm. [Dica; A vi* dc rinafe- 
zaçlo neuroiut nos organismos supenorcs consiste dc 
tima séw de neurônios que irjosmilem informação ao 
céiebro (veja f'%. 13-20). O smal liberado por um neu- 
rônio pode ier ou eiciutôcio ou indHtôno ao neurônio 
pôs-úni]Kko seguinte, I 

B. Experimentos hormonais em suiçmaa lines de céhi- 
LtS- Na década 1960, tarl W. SulherlanJ Jr r cilabnfado- 
nes realizaram cxpenmenTos pmAeir™ paraducidaro mc^ 
camsmo de ação da admtaUiu e do ghicagnn. Conside- 
rando o que *océ aprendeu sobre * ação hurmeni*! ué» 
capitulo, interprete cada um dos cspcrimeniEK doeníí» 
i seguir Identifique a substância X e mdiquc o significa- 
do dos tesuJlado*. 

tal A adição da adrenalina a um homogeneizado dc 
ligado normal leva a um aumcnlo na atividade da glko- 
gêftio fosforilase. Enlrdanlo, vc O homogeneizado for pri- 
meiro centrifugado a uma alta vdocidadc c a adrenalina 
e o giucagon forem adicionados ã fração dara do sobre- 
nadante que contém a fosforilase, nenhum aumento na 
atividade da foiforilase t observado. 

(b) Quando a fração particulada da ccnlrifugação em 
(a] era trai a da cnm adrenalina, produzi a -sc uma. subs- 
tância X. A substância fui isolada c purificada. Diferente- 
mente da adrenalina, a substância X, quando adicionada 
à fração clara dn Hohrcuadante do homogeneizado cen- 
trifugado, ativava a gEcogénio fbsforilase. 

(c) A substância X era lermuestivel, ou seja, a trata- 
mento com o calor ttid afetava aua capacidade de ativar 
a fosforilsuc. ÍDicai Seria esse o «io se a substância X 
fosse uma proteína?) A aubstâricij X era praticameciu 
idêntica a um composto obtido quando o ATF puro era 
tratado com o bidroxido de birio. (A fig* LO-b serí útil) 

9. Efeito 4a toxineda côlcm m adenitd ciclase. A haciéra 
gr*m -negai iva V^Ífmó rMnw produz uma probdiu, a 
toxina ái cólera IM, DOjOOO). que e respotuáv^l peles sift- 
lomas aracteristicc» da Côlerã: penla elCeuáva da agua 
corporal c Na' poe uma ma thwi a e debduanie durrtw- 
Se os fluidos corporais t o M*' nio furem srôsajiuidis. 
oconr uma desidratação grtvet não 1 ralada a doença frr- 
qüentemente c fatal. QuamJo a toxina 4a colen ganha 
acesso ao trato intestinal humano, eia ie liga fnrtemente 
a sítios específicos na membrana plimiiu das células 
qãtrijiií que cobrem o tmediru delgado, uuvandn m 
prolongada at tração na adctulil ódLase fhnras nu dtas). 

(a) Qual é o drno da mama 4a cúkra m [cAMP| nas 
células do intestino? 

(bt Baseando- se na iiifditnação cilada, sogsra como o 
cAMI r funciona normal mcnle mi células epiteliais do 
intestino. 

(c) Sugira um possível iratamenin da cólera 

10. Efeito do dibulil cAMP irrjsi o cAMF em cdulas in- 
taclas. Os éféilos fiftiiidôgjcos dj adrenalina deveriam em 
principio ser mimetiradoh pela adição do cAMP ãs c cl li - 
tas-alvo. Na prática, a adição do cAMP àv células intactas 
induz apenas uma resposta fisiológica mínima. Por qué? 
Quando o derivativo, estrutural mente relacionado, di- 
butirü cAMP ( mostrado n seguir ) é adicionado ás células 
intactas, a resposta flüiolúgica csperutla é prontamente 
visível. Explique a base da diferença na resposta celular 
para essas duas lubstânci^s. O dibutiril cAMP é larga - 
mente usado em estudos da função do cAMP. 
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NH 



(A^.G^-Dibutiíü-íidenosma 3'-5'-monofosfato cídico) 

] 1, Análogos do GTP Hão hidrolísáveis. Multas enzimas 
podem hidrolisar o GTP entre os fosfatas p e y. Q análo- 
go do GTP p n y-imidoguanosina 5'-trifosfato Gpp{NH)p. 
mostrado a. seguir. não consegue ser hidrolisado entre os 
fosfato 3 p c y. Prediga o efeito da micro injeção do 
Gpp{NH)p dentro de um mi6dtú na resposta celular 4 
estimularão fl-adrcnérgica. 



] 2. Diferenças nas proteínas G. Compare as proteínas G, G. 
que age na transduçâo do sinal entre o receptor fl-adrcnír- 
gico e Ra& Que propriedades elas compartilham? Como cias 
diferem? Qual a diferença funcional entre G, e Gj? 

D, Injeção de EGTA. G EGTÁ (etileno jflicol-bis-di-ami- 
noctil ítet)-N,N h N J ,N'-tetraacético ífddo) é um agente 


quelante com alta afinidade c especificidade para O Ca 2t - 
Microinjetando uma célula com uma solução apropria- 
da de Ca í+ -EDTA n um experimentador pode impedir que 
a [Ca-J citosólica se eleve acima de I0" T M. Como pode- 
ria a microinjeção de EGTÀ afetar a resposta celular à 
vasopressina (veja Tabela 13-5}? 

^CHjCOQ- OOC— QH; 

N. Ca- 

| uHjCQO" OOC— CH 2 

CHj ^CH 2 

CH; CH i 

EGTA (com Ca 21 ligado) 

( Et i leno glico-bisífi-aminoeti] éter)- 
N,N h N\N'-tetracétkn ácido) 

14. Dessensibilização visual. A doença de Oguchi è uma 
forma herdável de cegueira noturna. Os indivíduos afeta- 
dos recuperam a visão lentamente depois de um “flash” de 
luz brilhante contra um fundo preto, como a luz de um 
carro na estrada, Sugira qual poderia ser o defeito mole- 
cular na doença de Oguchi. Explique em termos molecu- 
lares como esse defeito explica a cegueira noturna. 

15. Mutações na PKÀ. Explique como mutações na su- 
bunidade R ou C da proteina quínase dependente de 
cAMP (PKA) poderia levar a (a) uma PKA eonstante- 
menie ativa ou (b) uma PKA constantemente inativa. 

16. Mecanismos paro a regulação das proteínas quinases, 
Identifique oito tipos gerais de proteínas quinases encon- 
tradas em células eucaríõticas e explique qual fator è rf- 
retamente responsável para ativar cada tipo. 

17. Mutações nos genes supressores íu morais e nos on- 
cogencs. Explique por que aa mutações nos genes supres- 
sores tu morais sflo recessivas (ambas as cdpías do gene 
devem ser defeituosas para a regulação da divisão celular 
ser defeituosa] enquanto as mutações nos oocogenes sáo 
dominantes- 

18- Rclmohlustoma em crianças. Explique por que algu 
mas crianças com retinoblasioma desenvolvem tumores 
múltiplos da mina em ambos os olhos, enquanto outras 
possuem um único tumor em apenas um olho. 

19. Mutações cm nu. Como unta mutação no gene ms 
que leva a uma proteína Ras sem atividade GTPase afeta 
a resposta celular à insulina? 
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Bioenergética e Metabolismo 


14 Principio* de Bioenergética 

15 A Glkólise e o Catabolismo das Hexoses 

16 0 Ciclo do Ácido Cítrico 

17 A Oxidação dos Ácidos Graxos 

ISA Oxidação dos Aminoácidos e a Produção de Uréia 

19 Fosforilaçáo Oxidativa e Fotofosforilação 

20 Biossintese de Carboidratos 

21 Biossintese de Lipídios 

22 Biossintese de Aminoácidos Nucleotídeos 
e Moléculas Relacionadas 

23 Integração e Regulação Hormonal do 
Metabolismo de Mamíferos 


O metabolismo é uma atividade celular altamente coordenada na qual diversos 
sistemas multienzimáticos (vias metabólicas) atuam conjuntamente visando a 
quatro funções: (1) obter energia química, seja por captação da energia solar, 
seja por degradação de nutrientes ricos em energia obtidos do meio ambiente, 
(2) converter as moléculas dos nutrientes em moléculas com características pró- 
prias de cada célula, inclusive os precursores das macromoléculas; (3) formar 
macromoléculas, lais como proteínas, ácidos nudéicos e polissacarídeos, a par- 
tir de precursores monoméricos; e (4} sintetizar e degradar biomoléculas neces- 
sárias a funções celulares especializadas, tais como lipídios de membrana, men- 
sageiros intracelulares e pigmentos* 

Embora o metabolismo compreenda centenas de diferentes reações catali- 
sadas enzimaticamente, serã dada ênfase aqui às vias metabólicas centrais, que 
são em número reduzido e consideravelmente semelhantes em todas as for- 
mas de vida. Os organismos vivos podem ser divididos em dois grandes gru- 
pos de acordo com a forma química pela qual eles obtêm carbono do meio* Os 
autotrúfitüs, lais como bactérias fotossintéticas e plantas superiores, são ca- 
pazes de utilizar o dióxido de carbono da atmosfera como única fonte de car- 
bono, a partir do qual eles formam todas as suas biomoléculas contendo esse 
demento (veja Fig, 2-3), Alguns organismos autotróficos, tais como as dano- 
bactérias, são capazes de utilizar também o nitrogénio atmosférico para for- 
mar todos os seus componentes nitrogen&dos. Os heterotrófitos não conse- 
guem utilizar o dióxido de carbono atmosférico, precisando obter o carbono 
a partir do seu meio ambiente na forma de moléculas orgânicas rela tivam ente 
complexas, entre elas, a glicose. Os animais superiores e a maior parte dos 
microrganismos são heterotróficos. As células e os organismos autotróficos 
São relativamente auto-suficientes, enquanto as células e os organismos hete- 
rotróficos, por necessitarem de carbono em formas mais complexas, depen- 
dem, para sua subsistência, de produtos obtidos a partir de outras células* 

Muitos organismos autotróficos são fotossintéticos, obtendo energia da luz 
solar, enquanto os organismos heterotróficos obtêm energia da degradação de 
nutrientes orgânicos produzidos pelos autotrú fitos. Em nossa biosfera, auío- 
trófitos e heterotrófitos convivem em um ciclo amplo e interdependente, no 
qual os organismos autotróficos utilizam o dióxido de carbono atmosférico 
para formar suas biomoléculas orgânicas, alguns dos quais com geração de oxi- 
génio a partir da água. Os heterotrófitos, por sua vez, utilizam os produtos or- 



Rgura 1 - CJcki do dióxido de eartjww e oxigónfo 
entre « domfom autotrofko (fotoísintétka) e h*- 
te r oíráfn:c os biosfera O íluxo de m assa por mero 
desw «lo é gigantesco. ou seja, aixo^rnadameme d * 
10 1 toneladas mHncas de carbono sào Tecida das anu- 
atinente na biosfera 


Nj atmosférico 



Bactéria* 
fomdorai de 
nitrogénio 


AmArtu 


Figura 2 - Cklo do nitrogénio na biosfera Q nitro 
gÇni o gasoso (Njí compiwrwte mais de 80% da no ssa 
atmosfera 


gànicns dos autotrófitos como nutrientes, devolvendo o dióxido de carbono à 
atmosfera. Algumas das reações de oxidação que produzem dióxido de carbono 
também consomem oxigénio, convertendo-o em água. Assim, carbono, oxigénio 
e água reciclam-se constantemente entre hetcrotrófitos e autotrófitus, sendo a 
energia sedar a força propulsora desse processo de imensas proporçües { Pig r 1). 

findos o» organismos vivos necessitam também de uma foníe de nitrogé- 
nio. que é necessário para a síntese de aminoéddos. nudeoifdeos e outros com- 
postos, Os vegetais geraJmeme utilizam amónia ou nitratos solúveis como úni- 
ca fonte de nitrogénio; os animais vertebrados, entretanto, precisam obté-lo nu 
forma de anunoácidos ou de outros compostos orgânicos. Somente algum or- 
ganUmos, as cianobactérías e diversas espécies de bactérias do solo que vívem 
sim biotkam ente nas raizes de algumas plantas, sio capazes de converter (‘fi- 
xar"! O nitrogénio atmosférico (NnJ em amónia. Outras bactérias, as mtrifican- 
tes, oxidam amónia a nitntos e nitratos, e outras, ainda, convertem nitrato em 
N; , Assim, além dos ciclos globais do carbono e oxigénio, um outra eido, o do 
nitrogénio, opera na biosfera movimentando quantidades imensas desse de- 
mento í Fqç 2). A reciclagem do carbono, oxigénio e nitrogénio, que ermobe 
todas as espécies, depende do equilíbrio apropriado entre as atividades dos pro- 
dutores ( jutorrófitos} e dos consumidores íbclcrotrófitnsl na biosfera. 

Bsses ciclos de maléna são acompanhados de um enorme fluxo de energia 
defitro e através da biosfera, iniciando- se com a caplaçáo da energia solar pelos 
organismos foiossimérícos e sua utilização para gerar carboidratos e donos 
nutrientes orgânicos ricos em energia; esses nutrientes são então utilizados con» 
fontes dc energia pelos organismos helerolróficos, Nos processos metabólicos e 
cm todas as transformações energéticas ocorre liberação de energia útil íeneT- 
gia livre} associada a um aumento inevitável na quanl idade de energia não uti- 
lizável (calor e entropia). Diferentemente da reciclagem de matéria, portanto, o 
fluxo de energia através da biosfera dá-se em um único sentido, uma vez que os 
organismos não conseguem reverter em energia úiil a energia que è dissipada 
nas formas de calor e entropia. Assim, carbono, oxigénio e nitrogénio reciclam- 
se contínua mente, mas a energia é constantemente transformada em formas 
nào utilizáveis como, por exemplo, o calor, 

O metabolismo, o somatório de todas as transformações químicas que ocor- 
rem em uma determinada célula ou organismo, compreende uma série de rea- 
ções catalisadas enzimaticamente, a* quais constituem m vias metabólicas. Cada 
uma das etapas consecutivas em uma via metabólica produz uma alteração quí- 
mica pequena c opecffka» geral mente a remoção, a transferência ou a adição de 
um átomo ou grupo funcionai. O precursor é convertido em produto por meio 
de uma série de intermediários denominados mrtabòlilos O termo metabolis- 
mo mi rí mediano refere-se às atividades combinada* de todas as vias metabó- 
licas que interconverlem precursores, metabólitos e produtos de baixo peso 
molecular i geralmeme Af r <1.000 1. 

O catabolismo é a fase degrada tiva do metabolismo na qual moléculas nu- 
trientes orgânicas í carboidratos, gorduras e proteínas) são convertidas em pro- 
dutos finais menores e mais simples (por exemplo, ácido Láctico, CCb, NH V ). As 
vias caUbólicas liberam energia, uma parte da qttal é conservada na forma de 
ATP e de transportadores de elétrons reduzidos ÍNAPH, NADPH e FADH*); a 
energia restante é liberada na forma de calor. No anabolismo, também denomi- 
nado bkreslntesc, moléculas precursoras pequenas e simples sáo ligadas forman- 
do moléculas maiores e mais complexas, inclusive lipídios, polissacandeos. pro- 
teínas e ácidos Eiudétcos. As reações anabólicas requerem um fornecimento de 
energia, geral mente na forma dç potencial de transferência do grupo fosforÜ do 
ATP e de poder redutor de NADH, NADPH ou FADHjíFíg 3). 

Algumas vias metabólicas são lineares enquanto outras sáo ramificadas; estas 
últimas cunduxem a diferentes produtos finais úteis a partir de um único precur- 
sor ou convertem diferentes precursores em um único produto final r Hm geral, as 
vias catabólicas são convergentes enquanto as vias anabólicas sáo divergentes 
(Fig. 4), Algumas vias são cíclicas, ou seja, um precursor da via é regenerado por 
meto de uma série de reações em que um segundo precursor é convertido em pro- 
duto. Exemplos de cada tipo de via serão apresentados nos próximos capítulos. 

A maioria das células possui as enzimas necessárias tanto para degradar 
quanto para sintetizar categorias importantes de hio moléculas como, por exem- 
plo, os ácidos graxos, Entretanto, por ser a síntese c a degradação simultânea 
dos ácidos graxos um processo dispendioso, ele é prevenido pela regulação recí- 
proca das seqüêndas de reações ana boticas e catabólicas, ou seja, quando uma 
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Figura 3 - Relações energéticas entre as vias cata béli- 
cas e anabólicas As vias caíabòlicas liberam energia quími- 
ca nas formas de ATB NADH, NADPH e FADH a . Esses catrea* 
dores de energia s&o utilizados pelas vias anabólicas para con- 
verter pequenas moléculas precursoras em macromoláculas 
celulares. 
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Figura 4 - Tris tipos de viãs metabólicas não-lineares 

(a) Convergente, catabôlica; (b) divergente, anabdica; e (t) 
ddka r na qual um dos compostos de partida (oxalwcetato, 
neste caso) é regenerado e reingressa na via. Acetato, um 
metabólito intermediário central, é d produto da quebra dc 
uma variedade de combustíveis (a), é precursor de um gran- 
de número de produtos (b) r sendo consumido na via catabó- 
lica conhecida como eido do ácido cítrico (c). 


delas está ocorrendo, a outra é suprimida. Tat regulação não seria possível 
Caso as vias anal>ólicas e eatabóUcas fossem catalisadas exatamenle pelo 
mesmo conjunto de enzimas operando nos dois sentidos, uma vez que a 
inibição de enzimas envolvidas no catabolismo implicaria também a inibi- 
ção de seqüéndas de reações anabólicas, Vias catabólkas e anabólicas que 
conectam os mesmos produtos finais (glicose > > piruvato e piruvato — 
glicose, por exemplo) podem compartilhar muitas enzimas, mas pelo me- 
nos uma das etapas deve ser catalisada por enzimas específicas, que consti- 
tuem pontos independentes de regulação. Além disso, para que as vias ana- 
bólicas e catabólkas sejam essencialmente irreversíveis, pelo menos uma 
das reações especificas a cada sentido deve ser termodbamicamenie muito 
favorável, ou, em outras palavras, a sua reação reversa deve ser muito desfa- 
vorável Como contribuição adicional para uma regulação independente das 
sequências de reações catabóliças e anabólicas, elas geralmente ocorrem em 
diferentes compartimentos celulares» como o catabolismo de ácidos graxos 
nas mitocôndrias e a síntese de ácidos graxos no citosol. Nos diferentes com- 
partimentos, os intermediários, a$ enzimas e os reguladores podem ser man- 
tidos em diferentes concentrações. Nesse sentido» por estarem as vias meta- 
bólicas sujeitas a controle cinético pela concentração de substrato, conjuntos 
separados de intermediários cata bélicos e anabólicos também contribuem 
para o controle das velocidades metabólicas. Esses recursos utilizados para a 
separação entre os processos anabólicos e ca ta bélicos serão de particular in- 
teresse nas discussões posteriores sobre o metabolismo. 
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Figura 5 - M#canl*mo comum para a oxidarão de 
um alcano O processo envolve, inicia Imente, desidro- 
genação para Introdução de uma dupla ligação, tendo 
FAD como receptor de elétrons, seguida por adição de 
água por meio da dupla ligação, e. finalmente, oxidação 
do álcool a cetorià, tendo NAD' corno receptor de ele- 
traos. Esse mesiTió meCáoHmo està presente no ckto do 
âcKjo cinco. na osicUçáo de ácidos g raxos e no catabo- 
Ismo de ãmnoácido* 


As vias metabólicas são regulada* em t rés nlveia intra e extracelulares, A 
forma de regulação cuja resposta é mais rápida é & disponibilidade de substrato. 
Quando a concentração intracelular do substrato de uma determinada enzima 
se encontra abaixo do a enzima atua abaixo da ^ mâl . Uma segunda forma de 
controle rápido, intracelular, é a regulação alostérka ( pág, 213} por intermediá- 
rios metabólicos ou coenzimas (um aminoacido ou ATP, por exemplo}. que 
sinalizam o estado metabólico no interior da célula. Por exemplo, quando a 
célula possui uma quantidade de determinado amínoãcido que seja suficiente 
para a sua necessidade imediata, ou ainda quando o nivcl celular de ATP indica 
que um consumo adicional de energia não é necessário em determinado mo- 
menlo, a atividade de uma ou mais enzimas nas vias pertinentes sofre inibição 
akHtérka. Em organismos multi celulares, as atividades metabólicas de diferen- 
tes tecidos são reguladas e integradas por me» de fatores de crescimento e bor 
rnónios. com atuação extracdular Em alguns casos, e»a regulação é virtual- 
menic instantânea (algumas vezo ocorre em menos de milissegundosj. impli- 
cando alterações nos uiveis de mensageiros intracelulares que interferem na 
atividade de enzimas preexistentes, seja por meio de mecanismos alosterkos ou 
de modificações covalento* como a fosfor ilação. Em outros casos, sinais extia- 
celularcs alteram a concentração celular de uma enzima por interferência na sua 
velocidade de sinlese ou degradação, de tal forma que o efeito se manifesta so- 
mente após alguns minutos ou horas. 

A variedade de transformações metabólicas que ocorTc em uma célula tipi- 
ca ê surpreendente. Entretanto, existem modelos recorrentes nas vias metabóli- 
cas que facilitam o seu entendimento. Assim, certos tipos de reações ocorrem 
em virias vias metabólicas diferentes, embora sempre utilizem a(s) mesma (s) 
cocnzimaís), ãiém de apresentar o mesmo mecanismo geral (Fíg. 5). Por exem- 
plo, osucd nato é convertido em oxaloacetato no eido doãcido cítrico (veja Fig. 
16-7) por melo de uma sequência de três reações envolvendo as mesmas coenzi- 
mas e o mesmo mecanismo químico da conversão de um derivado acil-graxo 
em um derivado (3-cetoacíl, na oxidação dos ácidos graxos (veja Fig. 17-8). Uma 
vez entendido o mecanismo geral de uma reação para uma determinada via 
metabólica, incluindo-se a função de eventual(ais) coenzimaís.) envolvida! s), a 
mesmo padrão será facilmente reconhecido em outras vias metabólicas, Nos 
capítulos subseqíientes, o mecanismo geral para reações envolvendo uma de- 
terminada coenzima será discutido quando a coenzima for apresentada pda 
primei rã vez exercendo a sua função típica. 

Na primeira metade da Parte 111 serão consideradas as principais vias cala - 
bóticas pelas quais as células obtém; energia a partir da oxidação de diferentes 
combustíveis: pn me ira mente, a via central para a conversão das hexoses a trio- 
ses (Capitulo 15) e a oxidação das trioses a dióxido de carbono (Capitulo 16), 
além das viu de oxidação dos ácidos graxas {Capítula 17) e aminoãckios ; Ca- 
pítulo 18b Q Capitulo 19 trata do ponto central d» metabolismo, ou seja, do 
acoplamento da energia quimiosmotica, o mecanismo universal pelo qual um 
potencial detroquimico transmembrana, produz ido tanto por oxidação de subs- 
tratos como por absorção de luz, promove a síntese de ATP. 

A segunda metade da Farte 111 descreve as principais vias anabólicas pelas 
quais as células utilizam a energia do ATP para produzir carboidratos (Capitu- 
lo 20) c lipídios (.Capitulo 21 )* alem de aminuácidos e nucteoudeos (Capitulo 
22). todos a partir de precursores mais simples, No Capítulo 23, retrocedendo 
da análise detalhada das vias metabólicas (como elas ocorrem em todos os or- 
ganismos: de Esrfimcíik] cafr a humanos), será discutido como essas vias, por 
meio dê mecanismos hormonais, são reguladas e integradas em mamíferos. 

Q estudo do metabolismo intermediário será iniciado com uma introdu- 
ção b hioenrrgéiica (Capítulo 14). Mas, antes, uma observação final: é impor- 
tante considerar que as inúmeras reações que serão apresentadas desempenham 
funções cruciais nos organismos vivos, Sempre questione a respeito de cada 
reação e de cada via: ''O que esta transformação química representa para o orga- 
nismo? Como esta via se conjuga a outras vias que operam simultaneamente na 
mesma célula para gerar a energia e os componentes necessários para a sua 
manutenção e crescimento? Como os mecanismos regulatórios, nos diferentes 
níveis, cooperam para o equilíbrio metabólico ê para as entradas e saídas de 
energia com vistas à obtenção do estado estacionário dinâmico da vida? 1 ' Estu- 
dado nessa perspectiva, o metabolismo fornece uma fascinante e reveladora 
compreensão dos processos vitais, com inumeráveis aplicações em medicina, 
agricultura e biotecnologia. 


383 


CAPÍTULO 14 

“4 — i * 

Princípios de Bioenergética 


As células e os organismos precisam realizar trabalho para se 
manterem vivos, crescerem e reproduzirem, A habilidade para 
aproveitar a energia, direcionando-a na forma de trabalho bio- 
lógico, é uma propriedade fundamental de todas as células e or- 
ganismos vivos, aparentemente adquirida muito cedo no curso 
da evolução celular. Os organismos atuais executam uma notá- 
vel variedade de processos de transformação de energia, conver- 
tendo uma forma de energia em outra. Eles utilizam a energia 
química contida nos combustíveis para sintetizar, a partir de pre- 
cursores simples, moléculas complexas e altamente organizadas. 
Eles também convertem a energia química dos combustíveis em 
gradientes de concentração e elétrico, em movimento e calor e> 
em alguns organismos tais como o vaga-lume e peixes do fondo 
do mar, em Euz. Os organismos fotossintéticos transformam a 
energia luminosa em todas essas outras formas de energia. 

Os mecanismos químicos envolvidos nos processos de trans- 
formação da energia biológica por séculos têm fascinado e desa- 
fiado os biologistas. Antoíne Lavoisier, decapitado durante a 
Revolução Francesa, reconheceu que de alguma forma os ani- 
mais transformam combustíveis químicos (alimentos) em ca- 
lor e que esse processo de respiração é essencial para a vida. Ele 
relatou o seguinte: 

“. . . em geral, a respiração nada mais é do que uma combustão 
Jenta de carbono e hidrogênio, semelhante ã que ocorre em uma 
lâmpada ou vela acesa, e assim, sob este ponto de vista, os ani- 
mais que respiram .são verdadeiros corpos combustíveis que 
queimam e consomem a si próprios. , - Alguém poderia dizer 
que esta analogia entre combustão e respiração não passou des- 
percebida aos poetas, ou melhor, aos filósofos da Antiguidade, 
}A tendo sido por eles relatada e interpretada: Este fogo roubado 
dos céus, esta tocha de Prometem não representa apenas uma 
idéia poética e engenhosa, mas antes, ao menos para os animais 
que respiram, ela é uma representação fiel das operações da na- 
tureza, Portanto, em conformidade com os antigos, pode-se di- 
zer que a tocha da vida inflama-se a si mesma no momento em 
que a criança respira peta primeira vez, não se extinguindo a nâo 
ser na morte”*. 


Antome Lavoisier 
{1743-1794) 


"De uma publicação por Armand Segui n e Antoíne Lavoisier, de 17B9, cita- 
da cm Lavoisier, A. ( OrHvrrj de f.BVKítsítir, Imprimerie Impériaie, Paris. 


No decorrer do século XX, estudos bioquímicos revelaram a 
maior parte da química associada àquela “tocha da vida" As Trans- 
formações de energia biológica obedecem às mesmas leis físicas 
que determinam os demais processos naturais, £, portanto, es T 
sencial para um estudante de bioquímica entender essas leis e 
como elas se aplicam ao fluxo de energia na biosfera. Neste capí- 
tulo, serão inicialmente revistas as leis da termodinâmica, bem 
como as relações quantitativas entre energia livre, entalpia e en- 
tropia. Será então discutida a função especial do ATP nas trocas 
de energia biológica. Finalmente, será discutida a importância 
das reações de oxidação -redução nas células vivas, a energética 
das reações de transferência de elétrons, além dos transportado- 
res de elétrons freqtlentemente utilizados como co-fatores das 
enzimas que catalisam essas reações. 

Bioenergética e Termodinâmica 

Bioenergética é o estudo quantitativo das transformações de ener- 
gia que ocorrem nas células vivas, bem como da natureza e fun- 
ção dos processos químicos nelas envolvidos. Embora muitos dos 
princípios da termodinâmica tenham sido previ amente apresen- 
tados, podendo assim já ser familiares, uma revisão dos aspectos 
quantitativos desses princípios será útil no presente contexto. 

As transformações biológicas de energia 
seguem as leis da termodinâmica 

Diversas observações quantitativas de físicos e químicos sobre a 
in tercem ver são das diferentes formas de energia conduziram, ain- 
da no século XIX, à formulação das duas leis fundamentais da 
termodinâmica. A primeira lei é o princípio da conservação de 
energia: para qualquer Transformação física ou química , a quan- 
tidade total de energia ttú universo permanece constante ; a errer- 
gia pode mudar deforma ou ser transportada de uma região para 
OUtra. ; entretantúy ela «do pode ser criada ou destruída, A segun- 
da lei da termodinâmica, que pode ser enunciada de diferentes 
formas, refere -se à tendência que o universo apresenta para uma 
desordem crescente: em todos os processos naturais, a entropia do 
universo aumenta. 

Os organismos vivos consistem em conjuntos de moléculas 
cujo grau de organização é muito maior do que c dos componen- 
tes de seu meio ambiente* com os quais elas são formadas; eles 
produzem ordem e a mantém, aparentemente ignorando a se- 
gunda lei da termodinâmica. Entretanto* além de os organismos 
vivos não violarem a segunda lei, eles operam em estrita concor- 
dância com ela. Para discutir a aplicação da segunda Lei da ter- 
modinâmica aos sistemas biológicos, devem-se inicialmente de- 
finir esses sistemas e os meios em que eles se encontram. O sis- 
tema reagente é o conjunto de matéria que está sofrendo um 
processo físico ou químico particular, podendo ser um organis- 
mo, uma célula, ou ainda dois compostos reagentes. Juntos, o 



Tabela 14-1 — Algumas constantes físicas e unidades utilizadas em 
termodinâmica 



sistema reagente e o seu meio ambiente constituem o universo. 
Em laboratório, alguns processos físicos ou químicos podem 
ocorrer em sistemas fechados ou isolados, sem qualquer troca 
de matéria ou energia com o meio ambiente. As células e os or- 
ganismos vivos, entretanto, constituem sistemas abertos, tro- 
cando tanto matéria quanto energia com o ambiente, com o quaJ 
jamais atingem o equilíbrio. Assim, a constante interação entre 
sistema e ambiente explica como os organismos podem criar 
ordem interna, ao mesmo tempo em que operam de acordo com 
a segunda lei da termodinâmica. 

No início deste texto foram definidos três parâmetros ter- 
modinâmicos que descrevem as transformações de energia que 
ocorreçn durante uma reação química. A energia livre de Gibbs 
(G) expressa a quantidade de energia capaz de realizar trabalho 
durante uma reação a uma temperatura e pressão constantes 
ípág. 8). Quando uma reação ocorre com liberação de energia 
livre, ou seja, quando o sistema se transforma de modo a pos- 
suir menos energia livre, a variação de energia livre, AG, apre- 
senta valor negativo, sendo a reação denominada exergônica. Nas 
reações endergò nicas, o sistema ganha energia livre, sendo o va- 
lor de AG positivo. A entalpia, H, é o conteúdo de calor do siste- 
ma reagente. Ela reflete o número e os tipos de ligações quími- 
cas nos reagentes e produtos. Quando uma reação química libe- 
ra calor, da é denominada exotérmica: o conteúdo de calor dos 
produtos ê menor do que o dos reagentes e AH possui, por con- 
venção, um valor negativo, Sistemas reagentes que captam calor 
de seus ambientes possuem valores de AH positivos, sendo de- 
nominados endotérmicos (pág, 50). A entropia, S, é uma expres- 
são quantitativa da casualidade ou desordem de um sistema 
(Adendo 14-1 ). Quando os produtos de uma reação sao menos 
complexos e mais desordenados do que os reagentes, a reação 
ocorre com um ganho em entropia (pág, 56), As unidades de AG 
e AH são joules/mol ou calorias/ mol (lembre-se de que uma ca- 
loria equivale a 4, 1841); a unidade de entropia é joules/mol j grau 
Kelvin (I/mol ■ K) (Tabela 14-1), 

Sob as condições existentes nos sistemas biológicos, inclu- 
indo temperatura e pressão constantes, as mudanças na energia 
livre, entalpia e entropia, estão quantitativamente relacionadas 
entre si pela equação: 

AG = AH - T A5 (14-1) 

na qual AG é a variação na energia livre de Gibbs do sistema rea- 
gente, AH é a variação na entalpia do sistema. Té a temperatura 
absoluta e AS é a variação na entropia do sistema. Por convenção, 
AS possui sinal positivo quando a entropia aumenta, e AH, con- 
forme mencionado acima, possui sinal negativo quando é libera- 
do calor do sistema para o ambiente. Quaisquer umas dessas con- 


Constante de Boltzimann, k = 1.381 x 1 

Número de Avogadro, Aí = 6.022 x lO^mol" 1 
Constante de Faraday, J * 96,4BOI/V ■ mol 
Constante dos gases, fí * B.31 5J/rrKií ■ K 

(= l,9B7cal/mol ■ K) 

A unidade de AG e J/mpl (nu cal/mol) 

A unidade de AS à J/mol ■ K (ou cal/mol - K) 

1 cal = 4,184 J 

A unidade de temperatura absoluta, T, é Kelvin, K 
25°C = 29BK 
A 25°C r RT = 2,479kJ/mol 

(^ 0,592 kcal/mol) 


dições, que são típicas de processos favoráveis, tendem a tornar o 
valor de AG negativo. De fato, o valor de AG para um sistema que 
reage espontaneamente é sempre negativo. 

A segunda lei da termodinâmica refere-se ao aumento na en- 
tropia do universo durante todos os processos físicos e químicos, 
embora esse aumento não ocorra necessariamente no próprio sis- 
tema reagente. A ordem produzida dentro das células à medida 
que das crescem e se dividem é mais do que compensada pela 
desordem que elas criam em seus ambientes no curso desses acon- 
tecimentos (Adendo 14 - 1 , caso 2), Em resumo, os organismos vi- 
vos preservam a ordem interna pela captação de energia livre do 
ambiente nas formas de nutrientes ou luz solar, devolvendo a ele 
uma quantidade igual de energia nas formas de calor e entropia. 

As células necessitam de fontes de energia livre 

As células são sistemas isotérmicos, ou seja, elas funcionam es- 
sendalmente em temperatura (e pressão) constante. O fluxo de 
calor não á uma Tonte de energia para as células porque o calor é 
capaz, de realizar trabalho somente quando ele passa para uma 
região ou objeto com temperatura mais baixa. A energia que as 
células podem, e devem, utilizar é a energia livre, expressa pela 
energia livre de Gibbs, função G, que permite predizer o sentido 
das reações químicas, a sua exata posição de equilíbrio e a quan- 
tidade de trabalho que elas podem teoricamente realizar em tem- 
peratura e pressão constantes. As células helerolróficas obtêm 
energia livre das moléculas nutrientes e as células fotossintéticas 
a obtêm da radiação solar absorvida. Ambos os tipos de células 
transformam essa energia livre em ATP e outros compostos ri- 
cos em energia, todos eles capazes de fornecer energia para a rea- 
lízação de trabalho biológico ã temperatura constante. 


Â variação de energia livre padrão está direta mente 
relacionada com a constante de equilíbrio 

A composição de um sistema reagente (uma mistura de reagentes 
químicos e seus produtos) tende a variar até que o equilíbrio quí- 
mico seja atingido. Nas concentrações de equilíbrio, a velocida- 
de da reação no sentido dos produtos é exata mente igual à velo- 
cidade no sentido dos reagentes, não ocorrendo no sistema qual- 
quer mudança adicional. As concentrações dos reagentes e 
produtos mo estado de equilíbrio definem a constante de equilíbrio, 
(pág. 74). Na reação geral: n A -f cC + dD, onde a , f>, e, 

e d correspondem ao número de moléculas de A, B, C e D que 
participam da reação, a constante de equiJíbrio é dada por: 

„ _ [CJW 


|AHB] h 


(14-2) 


onde [A], [B], [C] e [D] correspondem às concentrações mola- 
res dos componentes da reação no ponto de equilíbrio. 
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Adendo 14-1 Entropia: as vantagens de haver desorganização 


O termo entropia* que literalmente significa “mu- 
dança interior” foi utilizado pela primeira vez em 
1851 por Rudolf Clausius, um dos formuLidores da 
segunda lei da termodinâmica. Uma definição quan- 
titativa rigorosa de entropia envolve considerações 
estatísticas e de probabilidades. Entretanto, a sua na- 
tureza pode ser ilustrada qualitativamente por três 
exemplos simples* cada um deles demonstrando um 
aspecto da entropia. A entropia está associada aos 
conceitos casualidade e desordem, manifestados de 
diferentes formas. 


Os átomos contidos em 1 molécula de glicose mais 
6 moléculas de oxigênio, um total de 7 moléculas, 
sáo dispersos mais ao acaso devido 3 reação de oxi- 
dação, resultando em um total de 12 moléculas pre- 
sentes (6C0 2 + 5H 2 Ob 

Sempre que uma reação química resulta no au- 
mento do número de moléculas* ou ainda quando 
uma substância sólida é convertida em produtos lí' 
quidos ou gasosos, cujas moléculas apresentam 
maior liberdade de movimentação, a desordem 
molecular, e portanto a entropia* aumenta. 


Cãso 1: O bule de chá e a distribuição casual do 
calor. Sabe-se que o vapor gerado pela água fervente 
pode realizar trabalho útil Mas suponhamos que a 
chama que aqueceu a IGÜ^C a água contida em um 
bule de chá (o “sistema") existente em uma cozinha 
(o “ambiente") foi apagada e o bule começa a esfriar. 
Nenhum trabalho é realizado à medida que o bule e 
seu conteúdo esfriam* mas o calor passa deles para o 
“ambiente" (a cozinha), aumentando sua tempera- 
tura em um valor infinitesimal mente pequeno, até 
que o completo equilíbrio seja atingido. Nesse mo- 
mento, todos os pontos do bule e da cozinha estarão 
precisa mente com a mesma temperatura, A energia 
livre que estava concentrada nu bule de água quente 
a lOO n C, potendalmcnte capaz de realizar trabalho* 
desapareceu. Seu equivalente em energia calorífica 
ainda está presente no conjunto bule + cozinha, isto 
é, nu “universo", porém com uma distribuição com- 
pletamente ao acaso. Essa energia não é mais viável 
para a realização de trabalho, uma vez que não exis- 
te diferença de temperatura dentro da cozinha. Além 
disso, o aumento m entropia da cozinha (o “ambi- 
ente") é irreversível. Sabe- se pela experiência diária 
que o calor jamais voltaria espontaneamente da co- 
zinha para o buie para aumentar novamente a tem- 
peratura da água a lÜO^C 

Caso 2; A oxidação da glicose, A entropia á um es- 
tado ou condição não apenas da energia, mas tam- 
bém da matéria. Os organismos aeróbicos (hetero- 
tróficos) extraem energia livre da glicose obtida do 
ambiente por meio dc sua üxidaçáu pclü oxigênio 
molecular, também obtido do ambiente. Os produ- 
tos finais desse metabolismo oxidativo, C0 2 e H 2 G, 
são devolvidos ao ambiente. Nesse processo, o ambi- 
ente sofre aumento de entropia, enquanto o organis- 
mo permanece em estado estacionário, não sofrendo 
alterações em sua ordem interna. Embora uma parte 
da entropia tenha origem na dissipação de calor, a 
outra parte provém de um outro tipo de desordem, 
ilustrado pela equação para a oxidação da glicose: 

QH L2 Oí. + 60 i 1 ftCOj 4 6H ; 0 

Isso pode ser representado esquematicamente como 


L2 moléculas 


O. 

(um gás) 


Glicose 
(um sôLidu) 


• • 


A A * 

• « 


A 

• • 


* A 




++»*++ 


(um gás) 


— HjO 
(um liquida) 


Caso 3: Informação e entropia. A pequena passa- 
gem descrita a seguir, extraída da peça Jutius Caesar, 
Ato ÍV, Cena 3* é dita por Erutus antes de enfrentar 
o exército dc Marco Antônio. 51o 125 letras do alfa- 
beto inglês, que formam um arranjo nlo casual e 
rico em informação: 

“There is a tide in the affairs of men, 

YVhkh* taken at the flood, leads on fo fortune; 
Onuítted, all lhe vrayage of their life 
H bourul in shallows and in miserks/' 

Além do que estes versos expressam diretamente, 
existem muitos outros significados implícitos. Essa 
passagem reflete não apenas uma complexa seqiién- 
cia de acontecimentos na peça, mas também faz eco 
às idéias nela discutidas, referentes a conflito* ambi- 
ção e preço da liderança. Em associação com as idéias 
de Shakespeare sobre a natureza humana, ela é muito 
rica em informação. 

Entretanto, se as 125 letras que compõem a cita- 
ção fossem agrupadas em uma forma completamen- 
te casual e caótica, conforme mostrada a seguir* elas 
seriam desprovidas de qualquer significado. 



Nesta distribuição, as 125 letras contêm pouca ou 
nenhuma informação, mas elas são muito ricas em 
entropia. Considerações desse tipo possibilitaram 
concluir que a informação é uma forma de energia, 
tendo sido denominada ''entropia negativa” De fato, 
o ramo da matemática denominado teoria da infor- 
mação* que é básico para a programação lógica de 
computadores* é fortemente relacionado à teoria ter- 
modinâmica. Os organismos vivos sâo estruturas al- 
tamente ordenadas, não casuais, imensamente ricas 
em informação e* portanto, pobres em entropia. 


Quando um sistema reagente não se encontra no estado de 
equilíbrio, a tendência para um deslocamento em direção a ele 
corresponde a uma força impulsora, cuja intensidade pode ser 
expressa como a variação de energia livre para a reação, AG. Sob 
condições-padrão (2yfSK = 25T), quando reagentes e produtos 
estão presentes inicialmente em concentrações iguais a IM ou, 
para os gases, em pressões parciais iguais a 101,3 quUopascals 
(kPa) ou I atm,a força impulsora do sistema em direção ao equi- 
líbrio è definida como a variação de energia livre padrão, A£j', 
Por essa definição, a condição- padrão para reações que envol- 
vem íons hidrogénio ê [H"J = IM, o que corresponde apH 0. 
Entretanto, a maioria das reações bioquímicas ocorre em solu- 
ções aquosas devidamente tamponadas em valores de pH pró- 
ximos a 7; tanto o valor de pH quanto a concentração da água 
(55, 5M) são essencialmente constantes. Para facilitar os cálcu- 
los, os bioquimicos definem um estado-padrão diferente, no qual 
a concentração de IT é HT t M (pH 7) e a concentração da águaé 
55,5M; para reações que envolvem o Mg 3+ , inclusive a maioria 
das reações nas quais o ATP é substrato, a sua concentração em 
solução é geralmente considerada constante em litiM As cons- 
tantes físicas com fundamento nesse estado-padrão bioquímico 
são denominadas constantes-padrão transformadas, sendo re- 
presentadas com a inclusão de um apóstrofe (por exemplo, AG H<h 
eiC^) para distíngui-las das constantes não transformadas utili- 
zadas por físicos e químicos. (Observe que o símbolo AG rn subs- 
titui o símbolo AG 1 ” utilizado em edições anteriores deste livro 
e na maioria de outros livros-texto. A alteração, recomendada 
por um comitê internacional de químicos e bioquímicos, visa a 
ressaltar que a energia livre transformada, G r , é o critério para o 
equilíbrio.} Por convenção, quando H 2 0, H 4 ou Mg :+ estão pre- 
sentes em um sistema como reagentes ou produtos, as suas con- 
centrações não são incluídas em equações como a Equação 14- 
2, embora estejam incorporadas nas constantes AG' 0 e fQ*,. 

Assim como a é uma constante física característica para 
cada reação, AC7 HÍ também é uma constante. Conforme foi men- 
cionado no Capítulo 8 (Eq. 8-3, pág. 193), existe uma relação 
simples entre K J, q e AG r,: '; 

A Cr=-RT In 

A variação de energia livre padrão de uma reação química é sim- 
plesmente ama via matemática alternativa para expressar a sua 
constante de equilíbrio. A Tabela 1 4-2 mostra a relação entre A G'° 
e JCv r Se a constante de equilíbrio para uma determinada rea- 
ção qufmica (ÍQ L| ) for igual a 1,0, a variação de energia livTg pa- 
drão (áC°) da reação será igual a 0,0 (o logaritmo natural de 


Tabela 14-2 - Relaçao entre constantes de equilíbrio e variações 
de energia livre padrão das reações químicas 




A<? D 

(kJfrnoi) 

(kcal/mol)* 

1Q J 

-17,1 

-4,1 

10 2 

1 1,4 

-2,7 

to 1 

-5,7 

-1,4 

V 

0,0 

0,0 

10- 1 

5,7 

1,4 

ter 2 

11,4 

2.7 

IO -3 

17,1 

4,1 

IfT* 

223 

5,5 

IO' 5 

28,5 

6.0 

1Ü -5 

34,2 

8.2 


* Embora joules e quilojoules sejam as unidades-padrão de energia utilizadas 
neste tento, os bJCquimicos ás vezes expressam valores de AG" 3 em quilncalorias 
por mol. Portanto, foram induidos rvesta tabela valores tanto em quilojoules 
quanto em quilocaldrias, assim coimo nas Tabelas 14-4 e 14-6. Para converter 
Quilojoules em quiiocalorias, basta dividir o valor em cui ojoules por 4,134. 


1,0 é zero). Se a for maior que 1 ,0, AG 1 " terá valor negativo. 
Se a for menor que 1,0, AG' 4 * terá valor positivo. Gomo a 
relação entre AG ru e A7 K| é exponencial, variações relativamente 
pequenas no valor de AG'° correspondem a grandes variações 
na XA,. 

Uma interpretação alternativa para a variação de energia li- 
vre padrão é a de que, sob condições- padrão, AG rú é a diferença 
entre o conteúdo de energia livre dos produtos e o conteúdo de 
energia livre dos reagentes* Quando o valor de AG' Ü é negativo, 
os produtos possuem menos energia livre do que os reagentes e 
a reação ocorre espontaneamente sob condições- padrão; todas 
as reações químicas tendem a ocorrer no mentido que resulta em 
diminuição da energia livre do sistema. Um valor positivo de 
AG'° significa que os produtos da reação possuem mais energia 
livre do que os reagentes; nesse caso, a reação tenderá a ocorrer 
no sentido reverso, caso seja iniciada com todos os componen- 
tes presentes em concentrações 1,0M (condições-padrão). A Ta- 
bela 14-3 resume esses aspectos. 

Tabela 14-3 - Relação entre os valores de e AG 0 e o sentido 
das reações químicas sob condições-padrão 

Quando é A G* ê Iniciando com componentes 1 M a reação 

> 1 ,0 Negativa Ocorre de forma direta 

1,0 Zero Está em equilíbrio 

< 1,0 Positiva Ocorre de forma inversa 


Como exemplo, será apresentado um cálculo simples da va- 
riação de energia livre padrão para a reação catalisada pela fos- 
foglicomutase: 

Glic&se- 1 -fosfato .. glieose-6- fosfato 

A análise química mostra que se a reação for iniciada com 2ümM 
de glicose- 1 -fosfato (na ausência de g)icose-6- fosfato) ou com 
20 mM de glicose-6-fosfato (na ausência de glicose- 1 -fosfato), a 
25"C e pH 7,0, no equilíbrio final estarão presentes ImM de gli- 
cose- 1 -fosfato e I9mM de glÍcose-6-fosfato. ( Lembre-se de que 
as enzimas não interferem no ponto de equilíbrio de uma rea- 
ção; elas simplesmente aceleram a velocidade com que ele é atin- 
gido.) Dos dados apresentados, pode-se calcular a constante de 
equilíbrio; 

_ [gfaãSé-fi- fosfato ] _ 19mM _ ^ 

441 [glicose- 1 -fosfato ] ItnM 

A partir deste valor da ÍQq, pode-se calcular a variação de ener- 
gia livre padrão: 

AG r » =-RT in 

- — (ã,3l5]^mol ■ K)(29&K)(b 19) 

= - 7,296J/íuí)I = - 7,3kJ/md 

Como a variação de energia livre padrão é negativa, quando a rea- 
ção é iniciada com glicose- 1 -fosfato e glicose-6-fòsfato, ambos os 
compostos em concentração 1,0 M t a conversão do primeiro no 
segundo dá-se com perda (liberação) de energia livre, Eara a rea- 
ção reversa (a conversão de glicose-6-fosfato em glicose- 1 -fosfa- 
to), AG ru apresenta valor equivalente, porém com sinal oposto. 

A Tabela 14-4 apresenta as variações de energia livre padrão 
para algumas reações químicas representativas. Observar que a 
hidrólise de ésteres simples, a m idas, peptídeos e glicosídeos, bem 
como reações envolvendo rearranjos e eliminações, ocorrem com 
variações relatívamente pequenas na energia livre padrão, en- 
quanto a hidrólise de anidridos de ácidos ocorre com diminui- 
ções relatívamente elevadas. A oxidação completa de compos- 
tos orgânicos tais como glicose e palmitato a CQ 2 e H 2 0, rea- 


Tabela 14-4 - Variações da er>ergia livre padrão de alguma* reações químicas wi pH 7,0, a Z5°C ÇzgqK) 


387 


ag° 

(kJ/mol) (kcal/moi) 


Reações de hidról ise 

An id ridos de ácidos 

Anidrido acético + H z 0 — ► 2 acetato 

-91 ,1 

-21,0 

ATP 4 H 2 ü ■ — * ADR + P 

-10,5 

”7,3 

ATP-hHjO *■ AMR + PR, 

^t5 r 6 

-10.9 

PP. + HjO > 2P, 

-19,2 

-4,6 

UDP-glicose 4 HjQ — * UMP 4 glicose- 1 -fosfato 

-43,0 

-10,3 

Ésteres 

Acetato de etila + H Z G — > etanol 4 acetato 

-19,6 

-4,7 

Glicose-6-fosfato ■+ H Z Q *■ glicose + Pj 

-13,8 

-3,3 

Amidase peptfdeos 

Glutamtna 4 H 2 ü — *■ glutamato + NH£ 

-14,2 

-3.4 

Glidiglicina 4 H z 0 — > 2 glicina 

-9,2 

-2,2 

Glicosfdeos 

Maltose 4 H Z Q > 2 glicose 

—15,5 

-3,7 

Lactose 4 HjO > glicose + ga lactose 

-1 5,9 

-3,8 

R «arranjos 

Glicose- 1 -fosfato — *■ glicose-6-fosfato 


-1,7 

Frutose-6-fosfato — + glicose-õ-fosfato 

-1,7 

-0,4 

Eliminação de água 

Malato — * fumarato 4 H z 0 

3,1 

0,8 

Oxidações com oxigênio molecular 

Glicose 4 6Q 3 * 6C0 Z 4 6H 2 0 

-2-840 

-686 

PalmitatQ 4 230 z ► 16C0 Z 4 16H Z 0 

-9,770 

-2.338 


ções que nas células incluem várias etapas» resulta em uma gran- 
de diminuição na energia livre padrão. As variações na energia 
livre padrão tais como as apresentadas na Tabela 14-4 indicam 
a quantidade de energia livre disponível para uma determinada 
reação, sob condições-padrão. Para as condições existentes nas 
células» entretanto, a expressão pertinente é a variação de ener- 
gia livre real 

Â variação de energia livre real depende 
das concentrações de reagentes e produtos 

Variação de energia livre* AG, e variação de energia livre padrão, 
AG* 0 » são expressões distintas. Cada reação química apresenta 
uma variação de energia livre padrão característica, que pode 
ser positiva, negativa, ou igual a zero» dependendo da constante 
de equilíbrio da reação. A variação de energia livre padrão indi- 
ca o sentido de uma reação, bem como a distância em que da se 
encontra do estado de equilíbrio quando a concentração inicial 
de cada componente è i,0M» o pH 7,0, a temperatura 25°C e a 
pressão 101»3kPa (1 atm). Assim, AG'* é uma constante, uma 
vez que o seu valor para uma determinada reação é característi- 
co e invariável, Entretanto, a variação de energia livre real AG» 
depende das concentrações dos reagentes e produtos, além da 
temperatura» valores que não correspondem necessariamente 
aos das condições-padrão descritas anteriormente. Além disso, 
o valor de AG para qualquer reação que ocorre espontaneamente 


no sentido do equilíbrio é sempre negativo, torna-se menos ne- 
gativo à medida que a reação evolui, atingindo o valor zero no 
ponto de equilíbrio, a partir do qual a reação não mais realiza 
trabalho. 

Os valores de AG e AG m para uma determinada reação A 4 
B ;=* C 4 D, são relacionados pela equação 


AG = AG"' + RT 


IdlDI 

lAj[B] 


( 14 - 3 ) 


na qual os termos em vermelho são aqueles rea/mercte prevale- 
centes no sistema em observação. Os termos de concentração 
nesta equação expressam o efeito geral mente denominado ação 
das massas. Por exemplo, suponhamos que a reação A 4 
B 5=^ C -I- D está se processando sob condições-padrão de tem- 
peratura (25 fl C) e pressão (lÜl,3kPa), mas que as concentra- 
ções de À» B, C e D não são iguais entre si e também não corres- 
pondem ao valor-padrão de l.QM. Para determinar a variação 
real de energia livre» AG, sob essa condição não-padrão de con- 
centração, à medida que a reação evolui da esquerda para a di- 
reita» basta introduzir as concentrações reais de A, B, C e D na 
Equação 14-3; os valores de fí, T eÁG r " são conhecidos. O valor 
de AG é negativo e aproxima-se de zero à medida que a reação 
evolui, uma vez que as concentrações reais de A e B diminuem 
enquanto as concentrações de C e D aumentam. Pode-se obser- 
var que quando a reação está no estado de equilíbrio, ou seja» 


quando não existe qualquer força impulsionando a reaçào em 
qualquer um doa sentidos e AG é igual a zero» a Equação 14-3 
reduz-se a: 

o = icr* = iir in-lrMir 1 

OU 

AC* = -RT ln iCj 

a equação que. conforme mencionado interiormente, relaciona 
variação de energia livre padrão c constante de equilíbrio. 

O critério para avaliar a espontaneidade de uma reação é 
utilizar o valor de AG, não o de Af™, Uma reação com valor de 
AG™ positivo pode ocorrer no sentido direto cujo AG trotai tutor 
Isso é possível quando o termo RT In f :f produtos] /[ nea- 
gentesf ) na Equação 14-3 é negativo c aptcscnía um valor absolufo 
muito maior do que o de MT\ POr exemplo, a remoção i mediata 
dos produtos de u ma reação pode manter a razão [ produtos | / 1 rea 
gentes 5 muito abaixo de I , de taJ forma que o termo iH°\n i fpro- 
duiosl/lrcagentesl < apresente um valor bastante negativo 

ACT* e AG são expressões da quantidade mAximd dc energia 
livre que uma determinada reação pode íeuncameníe liberar» ou 
seja. uma quantidade de energia utihrávd apenas mediante a 
presença de um dispositivo perfeita mente eficiente em captá-la 
ou armazená-la. |i que 1*1 dispositivo não é factível í alguma 
quantidade de energia livre é Sempre perdida Coma entropia 
durante qualquer processo), a quantidade de trabalho realizado 
por uma reação para temperatura c pressão constantes c sempre 
menor do que a quantidade teoricamente disponivcL 

Uma outra questão importante é que algumas reações ler- 
modinamkamente favoráveis, isto é, reações para as quais os va- 
lores de AG™ são altos e negativos não ocorrem em velocidades 
mensuráveis. Por exemplo, a combustão da lenha a CO* e HjO é 
um processo ahamente favorável termodinamicamente, Entre- 
tanto, a lenha mantém-se estável por anos, uma vez que a energia 
de ativação {veja Eig. 8-3) para a reação de combustão é maior 
do que a energia disponível a tempera cura ambiente. Caso a ener- 
gia de ativação necessária seja fornecida tpor um fósforo aceso, 
por exemplo), a combmlio lerá inicio, convertendo a madeira 
nos produtos mais estáveis CO; c ICO c liberando energia nas 
formas de calor e Ittt* O calor liberado pof essá reação exotérmi- 
ca fornece a energia de ativação necessária para combustão de 
regiões vizinhas à lenha, autoperpetuando esse processo. 

Nas células vivas, as reações seriam extrema mente lentas caso 
nân fassrm catalisadas. Entretanto, doso são. nâó por suprimen to 
de calor adicional, mas por diminuição da energia dc ativação 
por meio da ação de enzimas. As enzimas fornecem uma via de 
reação alternativa com uma energia de ativação menor do que a 
da reação não -catalisada, de tal forma que. a temperai ura ambi- 
ente, uma grande firação das moléculas 4e substrato adquire ener- 
gia térmica suficiente para sobrepujar a barreira de ativação, 
aumentando drasticamente a velocidade de reação. A var iação 
de energia livre para tuna reetçdo é independente da via peta qutil 
eia ocorre, da depende apenas da natureza c das concentrações 
dos reagentes iniciais c dos produtos finais. As enzimas, portan- 
to, não alteram as constantes de equilíbrio; n que elas fazem é 
aumentar a vefor idade pela qual a reação ocorre no sentido de- 
terminado pela termodinâmica. 

As variações de energia livre padrão são aditivas 

No caso de duas reações químicas em seqüénda, À B e 
Èí ;=^ C, cada uma delas possui n sua própria constante de equi- 
líbrio e a sua variação dc energia livre padrão característica, AG/" 
e AGj™, Gamo as duas reações são seqücndais, o termo li é can- 
celado, resultando na reação total A C, que possui a sua pró- 

pria constante de equilíbrio e, portanto, a sua própria variação 


(1) 

A * B 

AG[ D 


U) 

B * C 

AGI" 


Scriwífirfrfcií 

A P- C 

AGP + A Cf 



de energia livre padrão, AG rí " lnUÍ . Os vatorer de AG™ para reações 
químicas seqiienàais são aditivos. Para a reação total A C 
AC^Maté a soma algébrica das variações de energia livre padrão 
individuais, AG/ > e AG|° das duas reações separadas: Aí7%j = 
AG ( '"e AGt™. Esse princípio da biocnergética explica como uma 
reação termodinamicamenie desfavorável (endcrgõnical em tim 
determinado sentido pode ocorrer nesse mesmo sentido pelo 
acoplamento, por meio de um intermediário Comum, Com una 
reação altamente exergõnica. 

Por exemplo, a síntese de glicose- 6- fosfato è a primeira etapa cu 
utilização da glkose por muitos organismos: 

tüicüse + P. * gl!Ciisr-í>-Jr*sÍji|ci * HjO AC7" * I JJkl/müJ 


O valor posífrvo de A<7" indica que sob condições -padrão a rea- 
ção não tenderá a ocorrer espontaneamente no sentido cm que 
está representada, Uma outra reação eduiar. a hidrólise do ATP 
a ADP e P* i altamente exrrgõnica: 

ATP * H^O * ADP + P, ACT*- -JOdkl/tnol 


Estas duas reações compartilham os intermediários P, e HAX 
podendo ser expressos como reações sequenciais: 

tl) Glicose + P, ► gíkoK-fr-fwíila + H& 

(2) ATP * HiQ tADP + P, 

Somalãntr. ATP ■+ (Bccbe * ADP + glkosr-6-tctdato 

A variação de energia livre padrão total c obtida pdo somatório 
dos valores dc Atí"* para as reações individuais: 


AC* = I3£kjfmal + (-JOAU/imt) * -HJ&mÀ 


A reação total é exergònica. Neste caso. a energia armazenada 
nas ligações do ATP e utilizada para promover a síntese de gjiico- 
se-õ- fosfato, ainda que a sua formação a partir de glicose e fos- 
fato seja endergónica, A víii de formação de glicose -O-fosfuo por 
Lronsferénda do fosfato do ATP é diferente das reações (1 ) e (2) 
apresentadas acima, embora o resu liado final seja equivalente 
ao obtido pelo somalorto das duas reações. Para efeito de cálcu- 
los termodinâmicos, o que importa é o estado do sistema no 
inicio e no final do processo, sendo irrekvanlc o caminho entre 
os estados inicial e final. 

Como foi mencionado, Aí?* é uma forma de expressar l 
consianie de equilíbrio de uma reação. Assim, para a reação (1) 
apresentada acima, 


| glicose] |P|] 

Observe que aH-O não está incluída nesta expressão, A com- 
lanle de equilíbrio para a hidrólise do ATP é 


[ADP] |F, | 
[ATP] 


1U S M 


Por tanto, a constante de equilíbrio para as duas reações acopla- 
das é: 

_ lglkqse-6-frafata 1 1 ADP)( F,| 

Iglkosel fPil [ATP] 

= fKW^íK^ ) s 0,9 * 10 'M ')f2,0 x itfM) 

= 7.S k It^ 


Este cálculo ilustra uma importante questão com relação lf cons- 
tantes de equilíbrio: embora os valores de AG m para duas rra- 
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ções cujo somatório resulte em uma terceira sejam aditivos * a 
fíjq para uma reação resultante do somatório de duas outras 
corresponde ao produto dos seus valores de ÃT, individuais, ou 
seja, as constantes de equilíbrio são multiplicativas. Assim, a íC tq 
para formação de glicose-6- fosfato envolvendo acoplamento com 
a hidrólise do ATP é elevada por um fator de aproximadamente 
2 x lü\ 

Essa estratégia envolvendo intermediários comuns é utili 
zada por todas as células vivas na síntese de intermediários me- 
tabólicos e componentes celulares, sendo requisito para o seu 
funcionamento a contínua disponibilidade de compostos como 
o ATP. Nos capítulos a seguir, serão consideradas algumas das 
mais importantes vias celulares de produção de ATP. 

Transferência de Grupo Fosforil e ATP 

Uma ve? conhecidos alguns dos princípios fundamentais das 
transformações de energia nos sistemas químicos, pode-se ago- 
ra analisar o eido de energia nas células, bem como a função 
especial do ATP na ligação entpe processos catabóLieos e anabó- 
licos (veja Fig. 1-14), As células heterotróficas obtém energia li- 
vre, de natureza química, por meio do catabolismo de molécu- 
las nutrientes, utilizando-a para sintetizar ATP a partir de A DP 
e Pj. O ATP, por sua vez, transfere parte de sua energia química 
para processos endergônicos, tais como síntese de intermediá- 
rios metabólicos e macromoléculas a partir de precursores me- 
nores, transporte de substâncias contra gradientes de concen- 
tração por meio de membranas e movimento mecânico. Essa 
transferência de energia do ATP geralmente envolve a participa- 
ção de ligação co valente do A TP na reação a ser processada, com 
a sua conseqüente conversão em ADP e P L , ou, em algumas rea- 
ções, em AMP e 2 Pj. Serão discutidas* a seguir, as bases quími- 
cas para as grandes variações de energia livre que acompanham 
a hidrólise do ATP e de outros compostos com grupos fosfato 
de alta energia. Além disso, será examinado o fato de que a maior 
parte dos casos de transferência de energia do ATP envolve a 
transferência de grupo, não simplesmente a sua hidrólise. A sé- 
rie de transformações de energia nas quais o ATP participa será 
ilustrada pela síntese de macromoléculas informado nais, pelo 
transporte de solutos através de membranas e pelo movimento 
produzido durante a contração muscular. 

A variação de energia livre para 
a hidrólise do ATP é grande e negativa 

A Figura 14-1 apresenta um resumo das bases químicas que jus- 
tificam o valor negativo e rei ativa mente alto da variação de ener- 
gia livre padrão para a hidrólise do ATP. O rompimento hidroli- 
tico do anidrido de ácido fosfórico terminal (fosfcanidrido) 
do ATP separa um dos três grupos fosfato carregados negati- 
vamente, aliviando parte da repulsão eletrostática na molécula; 
0 P, (HPOj ) liberado pela hidrólise é estabilizado devido à for- 
mação de várias formas de ressonância, não possíveis na molé- 
cula de ATP; ADP 2 ' , o outro produto direto da hidrólise do ATP, 
ioniza -se imediata mente, liberando H 1 em um meio que apre- 
senta [H + ] muito baixa (-I0' 7 Mj. Por serem as concentrações 
dos produtos diretos da hidrólise do ATP muito inferiores âs 
concentrações no estado de equilíbrio, a ação das massas favore- 
ce a reação de hidrólise. 

Embora a reação de hidrólise do ATP seja altamente exergò- 
nica (ÁG'° = -30,5kJ/mol), a molécula é d n eticamente estável 
em pH 7,0, uma vez que a energia de ativação para a hidrólise do 
ATP é relativamente alta. Assim, o rompimento rápido das liga- 
ções fosfoanidrido dá-se apenas mediante catálise enzimática. 


O — P-^-0 — P — O — P — O — TrIFT— lAdcninãl 


Q-^y cl cl 


ATT*" 


hidròli.,!!. Liim diminui^áii 
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1! li 

o— P— OH f HO— F 


- P — O — [RÍF] — | Adenite I 

ó d Anpl " 


Mtabiliiaiçto 
pai resaonindu 


ü 

O— F— <T' 

o 


O O 

H‘4 o — l—o — I- 

o o 


-O — 1 Rib 1 — | Adcnina | 
ADP J 


ATP^ + HíO *ADP^ + Pf- + hT 

AG" 1 =j -30*5 kj/md 


Figura 14-1 - Bases químicas para a grande variação de energia 
livre associada á hidrólise do ATP. Primeiro, a hidrólise, por causar 
separação de carga, alivia a nepulsâo eletrostática entre as quatro cargas 
negativas do ATF Segundo, o fosfato inorgânico (P) liberado pela hidró- 
lise £ estabilizado peia formação de um hibrido de ressonância, no qual 
cada uma das quatro ligações P — O apresenta o mesmo grau de caráter 
de dupla ligação e os ions hidrogênio não se encontram permanente- 
mente associados a qualquer um dos ãtomos de oxigênio. Certo grau de 
estabilização por ressonância também ocorre nos fosf atos envolvidos nas 
ligações éster ou anidrido, mas em menor quantidade do que no P,. Ter- 
ceiro, ADP 2 " produzido pela hidrólise ioniza-se imediata mente, liberando 
um próton em um meio de [FT] muita baixa ípH 7,0). Um quarto fator 
(não apresentado nesta figura) que favorece a hidrólise do ATP á o maior 
grau de solvatação (hidratação) dos produtos P : e ADP em relação ao ATp 
o que proporciona uma estabilização adicional dos produtos em relação 
aos reagentes. 


A variação de energia livre padrão para a hidrólise do ATP é 
— 3ü,5kj/mol sob condições-padrão, embora a energia livre reaf 
de hidrólise (AG) do ATP no interior das células vivas seja mui- 
to diferente. Isso porque as concentrações celulares de ATF, ADP 
e Pj não são idênticas entre si* além de serem muito inferiores ás 
concentrações- padrão de l,0M (Tabela 14-õh Além disso, no 
dtosol, o Mg 2 ' liga-se ao ATP e ADP (Fig. 14-2), sendo que para 
a maioria das reações enzimáticas que envolvem o ATE J como 
doador de um grupo fosforil o verdadeiro substrato é o comple- 


o o o 



Figura 14-2 - Mg J+ e ATP A formação de complexos de Mg 2 * isola par- 
dalmente as cargas negativas, influenciando a conformação dos grupos 
fosfato em nucleotldeos tais como ATP e ADP 



Tabela 14~S - Concentrações de nucleotídeos de ade nina. fosfato 
inorgânico e fosfocreaOna encontradas em diferentes célulai* 


■ ; 


Concentração (n>M) 


ATT 

ADP’ 

AWP 

P- 

PCr 

Hepatócuo de rato 

3.3B 

T,32 

0^9 

4.B 

0 

Mióoeo de rato 

ftOS 

0,93 

0,04 

aos 

78 

NeurÔnw òe rito 

2.S9 

0.73 

0,06 

2,72 

ã.7 

Inlrócilo hixTvmo 

2,25 

0,25 

0,02 

IjfiS 

0 

Cékiladaf CO* 

7.90 

1,04 

0 ^ 

7,9 

0 


*Pa« os n concentrações corespondem ás encontrada} no citovot 

í® eximem» huiTíánot rüo possam nuctpo ou rrutocõn^ds) 
tipos de téWdi, õv dados São referentes a todo o conteúdo ceUdc embora 0 
cíosoi e as mtixôoctoas apresentem concentr ações de ADP mutto óferenírs 
A fostocredini (PCr) t ó«ui¥ii napágr* 391 

+ Estes i fltns refletem a concentração tntaÇ os valores «fdadevos para ADP 
Wre postem «* roudo menores {«ja Adendo t4-2>. 

xn MgATP : t o vrrdãdeiro valor de AG", portanto, é o vaJof 
correspondente ao da hidrólise do complexo, O Adendo 14-2 
mostra como pode ser calculado o valor de AG para a hidrólise 
do ATP no erilrócito intacto, a partir dos dados apresentados na 
Tabela 11-5, AG para a hidrólise do ATT nas células intactas, 
geralmenle denominado AG p ,é muito mais negativo do que AG", 
variando de -50 ã -65k J/mal; AG P é freqüentemenle denomina- 


do potencial de fosforÜação. Entretanto, nas discussões a seguir 
será utilizada a variação de energia livre padrão para a hidrólise 
do ATP, uma vez que esse parâmetro permite comparações, nas 
mesmas bases, com a energética de outras reações celulares. Deve- 
se considerar, entretanto, que nas células vivas, tanto para a hi- 
drólise do ATP quanto para *s demais reações, o valor pertinen- 
te é o de AG, o qual pode ser substancial mente diferente do va- 
lor de AG" 

Outros compostos fosíorilados e tioésteres também 
apresentam altos valores de energia livre de hidrólise 

O fosfoenolpiruvaiD í Fig. 14-3) íuniém uma ligação éster fada- 
to capaz de sofrer hidrólise produzindo a forma enólica do ptra- 
vato, que sofre imediata taut omcnzaçiú para a forma cetónka, 
mais estávd. Como o reagente ( fos/omolpinjvato) apresenta uma 
ünica forma (enol) e ó produto (piruvato) apresenta duas for- 
mas possíveis, o produto è mais estivei do que o reagente, fase é 
o fator que mais contribui para a alta energia livre padrão de 
hidrólise do fosfoenofpiruvato: AG" = -6l,9kJ/mol. 

Um outro composto com ir& carbonos, o 1 ,3-difosfoglke- 
rato {Fig, 14-4), possui uma ligação anidrido entre o grupo car- 
boxila no C-l e o ácido fosfórico, A hidrólise desse adlfosfato í 
acompanhada por uma variação dc energia livre padrão alta e 


Adendo 14-2 A energia livre de hidrólise do ATP no interior das células: 
O verdadeiro custo dos negócios metabólicos 


A energia livre padrão dc hidrólise do ATP é -30.5kJ/ 
mol. Entretanto, as concentrações celulares, de ATP, 


ADP e Pj não somente são diferente* entre si. mas 
também muito inferiores is concentrações- padrão 
1 M {veja Tabela 14-5}. Além disso, n pH celular pode 
ser ligeiramente diferente do pH padrão 7A .Assim, 
a energia livre real de hidrólise do ATP itta condi- 
ções intracelulares, AG,*. difere da variação de ener- 
gia livre padrão, AG", O valor de AG P pode ser fa- 
cilmente calculado- Puf exemplo, nos éritròcitos 
humanos, as concentrações de ATP, ADP c P, são 
2*25, 0*25 e I,65mM, respectivamente. Para simpli- 
ficar, pode-se assumir que o pH é 7,0 e a tempera- 
tura é 25°C í valores -padrão], O valor real para a 
energia livre de hidrólise do ATP no eritródto, sob 
essas condições, é dado pela seguinte relação 


AG r = MT + KT Iit 


|AX>P||Pil 

IATPJ 


Substituindo os valores apropriados, obtém-se: 

AG p = -SOJOOJftnol * (*AL5Tmol K)(29*Itl 

u| {2,30* lQP.65 k 10°) 
2,25 X i<r j 

= -3G.500|/mol + (2,4NT/moD ln í 3 .83 x |<r*) 

= -30,5001/mol - 21400 J/mol 
= — 5l,5D0]/mol 
- -51,Bk|/mol 

Assim, AGp, a variação de energia livre real para a 
hidrólise do ATP no eritràdtó intacto (-Sl.BkJ/mol) 
é muito superior à variação de energia livre padrão 
í-30,5kj/mol), Da mesma forma, a energia livre 


necessária para fin tefiM r ATP a partir de ADP e 1% 
sob as condições que prevalecem no eritródto, se- 
ria 5l3kJ/mol. 

Como as concentrações de ATP, ADP e P, diferem 
de um tipo de célula para nutro (veia Tabela 14-5}, o* 
valores dc AG f para a hidrúltse do ATP nas diferentes 
células também são diferentes. Além disso, em uma 
célula especifica, o valor de AGp pode variar com o 
tempo, dependendo das condições metabólicas, da cé- 
hila e de como das interfermi nas concentrações de 
ATP, ADP e P„ além de H* CpH). Pode-se ralculara 
variação reaJ de energia livre padrão para uma deter- 
minada reação metabólica nas condições em que da 
ocorre na célula, desde que sejam conhoddas as con- 
centrações de lodos os reagentes e produtos da rea- 
ção^ além de outros fatores, tais como pH, temperatu- 
ra r concentração de Mf’, que podem afetar AG* t, 
portanto, a variação de efwrgm livre calculada, AG*. 

Uma complicação adicional é que as concentra- 
ções totais de ATP, ADP, P,eH' podem ser sobstan- 
cialmenle maiores do que as concentrações livro, 
as quais constituem os valores, termodinamicameiite 
relevantes. A diferença deve-se ás fortes ligações df 
ATP, ADP t P, a proteínas celulares. Por exemplo, d 
concentração de ADP livre no músculo em repou- 
so varia de 1 a 37pM, Usándu-se o valor 25pM no 
cálculo descrito d nteríu rmente, obtém-se AG P igual 
a -57,5kJ/md. O valor exato de AG P é, certamente, 
menos instrutivo do qtie a generalização que pode 
ser frita sobre a variação de energia livre real: in vivo . 
a energia liberada pela hidrólise do ATP é maior do 
que a variação de energia livre padrão, AG rc \ 
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Firuvato Píruvato 


(forma enol) 


(forma «tónica) 


PEP 3 " + H 2 0 — * piruvato" + Pf“ AG'° = -6U9k[/mol 


Figura 14-3 - Hidrólise do fosfoenalpíruváto (PEP). Catalisada pela 
pirgvartQ quinase, esta reação é seguida por taurtornerização espontânea 
do produto, o piruvato. A tautomerizaçàü nâo d possível no PEP e, assim, 
os produtos das hidrólises são mais estáveis do que os reagentes. Tam- 
bém ocorre estabilização do P por ressonância, conforme mostrado na 
Figura 14-1 . 


HÜH 

1 h 3- Bifosfoglicí rato 




Ó 

T 

"O— P=0 
O" 


3-Po&foglicerato 


■Pf + H* 


l^-Bífosfòglker&to' 1 


' + HjO * S-fosfDglkerato* - 

AC7 a a -49,3kJ/mOl 


Figura 14-4 - Hidrólise do 1,3-difosfoglkerato O produto direto da 
hidrólise è o ácido 3-fosfoglicárico, que apresenta um grupo ácido carbo- 
íflioo não-dis5odado r mas a dissociação ocorne imodiatamente. A ioniza- 
ção e as estruturas de ressonância tornam o produto mais estável do que 
os reagentes. A estabilização do P, por ressonância representa uma con- 
tribuição adicional para a variação de energia livre negativa. 


negativa ( AÍ7 H1 = -49,3kymol), que pode» também , ser justifica- 
da em termos da estrutura das reagentes e produtos. Quando 
HjO é adicionada à Ligação anidrido do 1,3-difosfòglicerato, um 
dos produtos diretos* o ácido Mosfoglicérico, pode perder ime 
diatamente um próton formando um íon carboxilato, o 3~Fns- 
foglicerato, que apresenta duas formas dc ressonância com a 
mesma probabilidade dc ocorrência (Fig, 14-4). A remoção do 
produto direto, o ácido 3-fosfbglicérito, e a formação do íon 
estabilizado por ressonância favorecem a reação direta, 

Na fosfocreatina (Fig, 14-5), a ligação P — N pode ser hídro- 
lisada liberando creatina livre e P;. A liberação do P*e a estabili- 
zação por ressonância da creatina favorecem a reação direta. A 
variação de energia livre padrão de hidrólise da creatina é tam- 
bém alta, ou seja, aproximadamente -43kJ/mol. 


COQ- 

O (JlHí ti r 

II H í „ H Í C 
“ I N- T - 35 = 

O" + NHj 
Fosfocreatina 

COO - 

I 
I 

HiN— <jj— N— CH 3 
r NH 2 
Creatina 

Fosfocreatina^' + H a O '* creatina + Pf“ AC? 0 E -43 0k|/moJ 

Figura 14-5 - Hidrólise da fosfocreatina 0 rompimento da ligação 
P— N da fosfocreatina produz a creatina. que é estabilizada pela forma- 
ção de um h (brido de ressonância. O outro produto, o P,, também sofre 
estabilização por ressonância. 
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Em todas as reações em que ocorre liberação de fosfato, as 
diversas formas de ressonância possíveis para Pj (Fig, 14-1) o 
estabilizam em relação aos reagentes, contribuindo ainda mais 
para uma variação de energia livre negativa. A Tabela 14-6 mos- 
tra a energia livre padrão de hidrólise para alguns compostos 
fosfori lados. 

Tabela 14-6 - Valores da energia livre padrão de hidrólise de al- 
guns compostos fosforilados a da acetll-coenzima A (um tméster} 


AG* 



(kJ/mol) 

(kcal/moí) 

Fosfoenol piruvato 

-61,9 

-14.8 

1,3-difosfoglicerato (-► 3-fosfogíicerato + P,> 

-49,3 

-11,0 

Fosfocreatina 

-43,0 

-10,3 

ADP (-+ AMR +■ P|) 

-32.fi 

-7,8 

ATP {-+ ADP + PJ 

-30,5 

-7,3 

ATP (-> AMP 4 PPJ 

-45,6 

-10,9 

AMP (-+ adenosina + Pj 

-14 r 2 

-3,4 

PPi (-4 m 

-l9 r G 

-4,0 

Glicose- 1 -fosfato 

-20,9 

-5,0 

Frutose-6-fosfato 

-1 5,9 

-3,B 

Glicose-Ê-fosfato 

-13,8 

-3.3 

Glicerol-1 -fosfato 

-9,2 

-1,2 

Acetil-CoÂ 

-31 r 4 

-7 r 5 


Fonte: Dados entra idos em sua maior parte de Jencks WR (1976) In riandüoofc 
of Bkxhemiftry and Molecular Bialogy, 3 rd edn (Fasman GD, ed), phyíiçãfãnd 
Chemical DGld, VOl. I, pp. 296-304, CRC Press, Boca Raton, FL. O novü vator 
para a energia livre da hidrólise do PP, veio de Frey, PA & Arabshahi, A. (1 995). 
Standard free-etiergy change for the hidroiysis of die a-p-ptiQsphnanhydhde 
bridge in ATP. SíbcbantítOr 34, 1 1.307-1 1.3 10. 



Os ti oés teres, nos quais o oxigénio na ligação éster é substi- 
tuído por um átomo de enxofre* também apresentam energia 
livre’ padrão de 'hidrólise alta t* negativa. A acetii-coenzima A, ou 
acctif-CoA (Fig. 14-6K é um do* muitos tio&tcre» importantes 
no metabolismo. O grupo adia neun compostos e ativado por 
transaciUçán. por condensação ou por reações de oxidação- re- 
dução. Os Tioésteres sofrem muíin menos estabilização por res- 
sonância do que <h ésteres de oxigénio (Fig. 14-7 Jí consequen 
i rmeni c, a diferença de energia Irvre entre os reagentes e os seus 
produtos de hidrólise, que áãü estabilizados por ressonância, é 
maior para m tioésieres quando comparados aos esteres de oxi- 
génio equivalente». Em ambos os casos* a hidrólise <k> éster pro- 
duz um ácido carboxfliav que pode ionizar- se assumindo dife- 
rentes formas de ressonância (Fig. 14-6)* Em conjunto* esses fa- 
tures resultam em um AG™ bastante negativo para a hidrólise 
do acctíl-CoA, ou seja, -31kJ/mol. 


V 5 


CHj — Àcetü-CoA 

S-CtsÀ 




Acido acdico 



AfittiL-üaA ♦ HjO — * aceiatu -h CoA + H" MT’ - -32Jk!/mui 


Figura 14 6 - Hidrólise' da acetil-coenzlma A. A acetil-CoA e um tio* 
éster com energia livre de hidrólise alta e negativa. Os tioèsteres contêm 
um átomo de enxofre ns posição em que os ésteres de oxigênio possuem 
um átomo de oxigénio. A estrutura completa da coenzima A (CoASH) é 
mostrada na Figura 10-41 . 


Em resumo, para reações de hidrólise com variações de ener- 
gia livre padrão altas e negativas* os produtos são mais estáveis 
do que os reagentes, em decorrência de um ou mais dos seguin- 
tes fatores; í i ) a tensão da ligação nos reagentes devido á repul- 
são eletrostática é alivuda peta separação das cargas, como no 
caso do ATP (descrito anteriormente); (2) os produtos mo esta- 
bilizados por ionização* como no caso do ATP, acilfosfatos e tio- 
ésleres; (3) os produtos são estabilizados por isomenxação (tau- 
tomcTização), como no caso do tosfoenolpinjvato, e^ou ■ 4 . os 
produtos são estabilizado» por rtssoninda* como no caso da 
creatina liberada da íosíocnealina* do ion carboxilatn liberado 
dos acilfosfaios c linesiefo, e do fosfato |Pd liberado das liga- 
ções anidrido ou éster. 

O ATP fornece energia por transferência 
de grupos, e não por simples hidrólise 

Ao longo deste livro serão encontradas reações ou processos para 
os quais o ATT fornece energia, sendo que a sua participação é 
geral mente indicada conforme apresentado na Figura 14 -8a, ou 
seja* com uma seta simples mostrando a conversão do ATP em 
A PP e F„ ou do ATP cm AMF e PPj (pirotostalo). Essas reações 
do ATP, quando apresentadas dessa forma, aparentam ser sim- 
ples reações de hidrólise na» quais a agua desloca o P. ou o HP U e, 
assim, poder-se-ia supor que uiru reação dependente de ATT é 
" impulsionada pela hidrólise do ATP". Entretanto, esse não í o 
caso, A hidrólise do ATP, por si. géralmente nada produz além 
da liberação de calor, o qual não é capaz de promover um pro- 
cesso químico em um sistema isotérmica As reações representa- 
da» por setas simples, tais como as apresentadas na Figura UfU, 
quase sempre correspondem a piocesaoscompreetKlidíH por duas 
etapas i Pig. 1 4-8bl, nas quais parte da motêoiLa de ATT, ou seja* 
os grupos fosforíL, pirofosforil ou adeníbto (AMP) são primei- 
r.imente transferidos para uma molécula de substrato ou para 
um resíduo de aminoâddn cm uma enzima* ligando-se covi- 
lentcmente a des e aumentando os seus conteúdos de energia 
livre, Na segunda etapa, « segmento contendo o grupo fosforü 
transferido na primeira etapa è deslocado* liberando P| f PP| ou 
AMP. Assim, o ATP participa covalentemente da reação catalisa- 
da enzima ti camente, para a qual de fornece energia livre. 



Figura 14-7 - Energia Hvre de hidrólise dos tioósteres e esteres de oxigénio Os produras de ambos os t pos de 

reação de hidrólise possuem aproximadamente a mesma quantidade de energia livre (G), mas o» tioêiteres contêm maior 
quantidade de energia* livre do que os ésteres de oxigénio A sobreposição de orbitais entre os átomos de G e C resulta em 
estabilização por ressonância no» esteres de oxigénio, mas a sobreposição de orbuars entre OS átomos de S e C è pouco 
expressiva, resultando em baixo grau de estabilização por ressonância 
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(á) Ektíii como raçèo dc uaii cup» 



Figura 1*-# - Hidrólise do ATP em duas etapas A corintwtçào do 
ATP para urrw reação e jyiJwi* mostrada como apresentando uma 
uiucj etapa íã). entretanto, é quase sempre ijm processo de duas etapas, 
como aposentado para a reação catalisada pela ^utamma sntetase de- 
pendente de ATP (b) © Uói c^upo íosfoni é pnmeiranwnte transfendo 
do ATP para o glutamato. (2) sofrendo deslocamento por NHi e sendo 
liberado na forma de P 


Entretanto, alguns processos envolvem a hidrólise direta do 
ATP (ou GTP), Por exemplo* a ligação não-covakntr do ATP 
(ou do GTP), seguida por sua hidrólise a ADP (ou GDP) e Pj* 
pode fornecer a energia necessária paia alternar a conformação 
dc algumas proteínas, produzindo Irahalho mecânico, Isso ocorre 
na contração muscular e no movimento de enzimas ao longo da 
cadeia dc DMA ou no movimento dos ribussomos ao kmgo do 
RNA mensageiro. As reações dependentes de energia catalisadas 
pelas hrlicases, prulrina Rec A, c algumas lüpoisomerases (Gapí 
luki 25) também envolvem a hidrólise direta de ligações tmfoa- 
nidndoç Proteínas liganle* de GTP que atuam em vias de sinali- 
zação hidrolisam o GTP direta mente, promovendo jJtcraçóc* 
ConfoimacHioais em resposta a sinais desencadeados por hur 
mónios ou por outros fatores extraceluEares (Capitulo 13), 

Os compostos de fosfato encontrados nos organismos vi- 
vos podem ser divididos arbitrariamente em dois grupos, cum 
base em seus valores de energia livre padrão de hidrólise É Rg. 
14-9), Os compostos de "alta encigia” apresentam valor de AG' 0 ' 
de hidrólise mais negativo do que -25kjymoL enquanto os com- 
postos de ‘'baixa energia" apresentam valor de AG"* menos ne- 
gativo. Com base nesse critério, □ ATP* com AG fü de hidrólise 
igual a -30,5k|/mol (-7,Jkatl/mol),é um composto de alta ener- 
gia* enquanto a glicose -b- fosfato, com AG* 0 de hidrólise igual a 
-l.VPkf/mol {-3*3kca!/mol). e um composto de bana. energia, 
O Lcrmo “ligação fosfato dc alta energia", amptamente utili- 
zado por bioquímicos para descrever o rompimento da ligação 
P — O na reação de hidrólise* i incorreto por sugerir que a ener- 
gia é intrínseca à Ligação, De fato, o rompimento de ligações 
químicas requer um fornecimento de energia* Entretanto, a ener- 
gia livre liberada pela hidrólise dc compostos de fosfato não pro- 
vém da ligação especifica que t rompida* mas* antes, da resulta 
dos pt udutos da reação* que apresentam um conteúdo de energia 
livre menor do que o dos reagentes. Pur simplificação, algumas 



energia, via ATT, para molÉaAn receptoras (tal como a glicose e o gkerol), formando seu* derivado* fosfato de baixa 
energia Esse fluxo de grupo* fósfonf catalisado por eoiimas denominadas quinases ocorre nas condições intracelulares 
com uma perda lotai de energia Iwte A hiórõltse de composto* de fosfato de baixa energia libera P„ aue apresenta um 
potenpãl de transferência de grupo foslodl ainda menor (conlontie definido no lento) 


vezes será utilizado o termo “compostos de fosfato de alta ener- 
gia" quando nos referirmos ao ATP ou a outros compostos de 
fosfato com energia livre padrão de hidrólise bastante negativa 
Por serem aditivas as variações de energia livre de reações 
sequenciais, qualquer composto fosfòrilado pode ser sintetiza- 
do mediante acoplamento com o rompimento de um outro com- 
posto fafforílado com energia livre de hidrólise mais negativa 
Por exemplo, pefo lato de o rompimento do P, do tosfoenolpiru- 
vato ( PEP) liberar mais energia do que a energia necessária para a 
condensação do P, com ADR a transferência direta de um grupo 
fosforil do PEP para o ADP é termodinamicamente viável: 

&t? a íkJ/moJ) 

Cl) PEP + HiO * piruvato 4 p, -61,9 

(2) ADP + P, • ATP + HjO +30*5 

.'íijmflíitfrio: PEP + ADP * pimvato + ATP -31,4 

Pódem-se, portanto* descrever os compostos fo&foritados como 
sendo dotados de um alio ou baixo potencial de transferência 
de grupos fosforil. .Assim, o potencial de transferência do grupo 
fosforil du fosfoeiHsIpiruvato è muito alto, o do ATP t alto e o da 
glicose-b-fosfato é baixo. 

Grande parte da catabolismo é direcionada para a síntese de 
compostos de fosfato de alta energia* embora a formação ddes 
não seja um objetivo em si. Ames, essa è a forma de ativar uma 
grande variedade de compostos para sofrer transformações quí- 
micas posteriores. A transferência de um grupo fosforil para um 
composto eíetivamente injeta energia livre nele, de tal forma que 
ele passa a apresentar muior quantidade de energia livre para 
liberar em transformações metabólicas subseqüentes. Foi mos- 
trado acima como a síntese da glicose-ó- fosfato t associada à 
transferência do grupo fosforil do ATP. Mo próximo capitulo 
será examinado como a fosfor ilação ativa ou "prepara" a glicose 
para as reações eatabõlicas que ocorrem em quase todas as célu- 
las vivas. Devido a sua posição intermediária na escala de po- 
tencial de transferência de grupo, o ATP ê capaz de transportar 
energia dos compostos de fosfato de alta energia, produzidos 
pelo catabolismo, para compostos como a glicose* convertendo 
esses em espécies mais reativas. Assim, o ATP atua como uma 
“moeda universal" de energia cm todas as células vivas. 


Uma característica química do ATP é crucial para a sua fon- 
çáo no metabolismo: embora em solução aquosa o ATP se ja ter- 
modiiumkamente instável* sendo portanto um bom doador dê 
grupos fosforil* de é cfninr*íHmrífff estável. Assim, devido à enor- 
me energia de ativação (2Ú0 a 4ÜOkJ/mol i necessária para o rom- 
pimento não enzimático de sua ligação fosfoanidrido, o AIP não 
é capaz de doar espontaneamente grupos fosforil para a água ou 
para centenas de outros potenciais receptores na célula. Somen- 
te quando enzima* específicas diminuem essa energia de aij*ã- 
çáo é que efetivamenie ocoire a transferência do grupo fosforil 
do ATP. A célula é, portanto, capaz de regular a disponibilidade 
da energia armazena du no ATP por meio de regulação das dife- 
rentes enzimas que atuam sobre ele. 

O ATP daâ grupos fosforil, pirofosforil e adenilíl 

As reações do ATP sâo gerilmenie deslocamentos nudeofUkw 
do tipo SN2 1 pag, 51), nos quais o nucleóftlo pode ser, por exem- 
plo, o oxigénio de um álcool ou carborilato cm. ainda, um ni- 
trogénio da creatina ou da cadeia lateral da argjntna ou hisõdã- 
rii- Cada um dos três fosfato* do AT? é suscetível ao ataque nu- 
deoftlico (Fig. 14-10), sendo que o ataque a cada posição 
especifica resulta em um tipo diferente de produto, 

O ataque nudeofítko de um álcool sobre o fosfato v (Fig. 
14-lÚa) desloca ADP produzindo um novo éslef fosfato. Estu- 
dos realizados com reagentes marcados com J *0 mostraram que 
a ponte oxigênio no novo composto não é derivada do ATP, 
mas sim do álcool: o grupo transferido do ATP não é um fosfato 
{ — QPQ.í"), mas sim um fosforil ( — POf). A transferência do 
grupo fosforil do ATP para o glutamato { Fig. ] 4-8) ou para a gli- 
cose (pág. 212) envolve ataque na posição y da molécula de ATP 
O ataque ao fosfato p do ÂTP desloca AMP, cedendo um 
grupo pirofosforil (náo-pirofosfeiot para o ataque n.ucleoftlko 
( Fig. 14- lüb i. Põr exemplo, a formação do 5*-fo*foribose l-pira- 
fosfato, um intermediário central na síntese do nudeatídeo,ocom 
à medida que um grupo —OH da ríbose ataca o fosfato p. 

O ataque nudeofíUco à posição a do AT? desloca PP, . trans- 
ferindo adenflatü (SVAMPl como um grupo adeniUl (Fig. 14- 
Uk); a reação corresponde a uma adenililaçào. Note que a hi- 
drólise da ligação a- p- fosfoanidrido libera mais energia ! -46kJ/ 



eletroflico para o ataque nudeofíhco, neste caso pelo nucleófrlo marcado R — 1 B 0 :. O nudeOfilo pode ser um álcool (ROM), um grupo 
carbcnda (RCOO") ou ainda um fcsíoamdridO (um nurieostcfeo mono ou ditos fato, ptx exemplo! (») Quando o oxigênio do nucteò- 
íiío ataca a pouçáo y, a ponte owgèmo do produto sofre marcação, mdicando que o grupo transferido do ATP náo é um losfalo 
I— OPO5"). mas sim um fosfooí t— POf ') (b) O ataque na po*>çáo p desloca AMP promovendo a transferência de um grupo peofos- 
ford (náoprfotusfato) para o nudeOfilo (c) Q ataque na posição <x deskxa PP, transferindo 0 grupo adervU para o nudepft lo 
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mol) do que a hidrólise da ligação p-7 (~31kJ/mol) (Tabela 14- 
6). Além disso, 0 PP; formado como um subproduto da adeni- 
lilação é hidrolisado liberando dois Pi por ação da pírofosfktase 
inorgânica, uma enzima de presença constante, liberando I9kj/ 
mol e fornecendo, portanto, uma energia adicional de "arran- 
que" para a reação de a denil ilação. Assim, ambas as ligações fos- 
foanidrido do ATP são rompidas na reação total. As reações de 
a denil ilação sao, portanto, termodinamicaroente muito favo- 
ráveis. Quando a energia do ATP é requerida para promover 
uma reação metabólica particularmente desfavorável, a adenili- 
lação é freqüentemente o mecanismo de acoplamento de ener- 
gia empregado, A ativação dos ácidos graxos é um bom exem- 
plo dessa estratégia. 

Na primeira etapa de ativação de um ácido graxo, seja para 
oxidação geradora de energia (veja Fig* 17-5) Ou para utilização 
na síntese de lipídios mais complexos (Capítulo 21), ele é liga- 
do ao carreador coenzíma A (Fíg. 14- 1 1 ). A condensação direta 
de um ácido graxo com a coenzíma A é endergôntca, mas a for- 
mação do acU graxo-CoA toma-se exergônica pela remoção se- 
quencial de dois grupos fosforil do ÀTR Primeiramente, 0 ade- 
nilato (AMP) é transferido do ATP para o grupo carboxíla do 
ácido graxo, formando um anidrido misto (acil graxo-a denil a- 
to) e liberando PP L . Q grupo tiol da coenzima A desloca então 0 
grupo adenilato* formando um tioéster com o ácido graxo. O 
somatório dessas duas reações ê energeticamente equivalente à 
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Palnd tato + ATP + CoASH — — * piainítoil-CoÀ + AMP + 2Pi 
A G ,a = -32,Skjymol 


Figura 14-11 - Reação de adenilílação na ativação de um ácido 
g rasto Ambas as ligações fosfaarvdTido do ATP são eventualmente rom- 
pidas na formação de palmito il-coenzi ma A. Primeiro, 0 ATP doa a de ni la- 
to (AMP), formando 0 acil graxo-adenilato e liberando PP ir que è hidrofi- 
sado pela pirofosfatase inorgânica. □ grupo acil -graxo "energizado" é 
então transferido para a coenzima A (GoASH), com a qual ele forma uma 
ligação tioéster que conserva parte da energia resultante do ATP. 


hidrólise exergônica do ATP em AA1P e PPi (AG m = -^I5,ókj/ 
mol) e à formação endergónica do acil graxa -Co A (AC ,Q = 
3l,4kJ/mol). A formação do acÜ graxo-CoA torna-se energeti- 
camente favorável pela hidrólise do PPj por meio da ação da 
pirofo&fatase inorgânica. Assim, na ativação de um ácido gra- 
xo, ambas as ligações fosfoanidridu do ATP são rompidas, Q va- 
lor de AG m resultante corresponde ao somatório dos valores de 
AG * para o rompimento dessas ligações, ou seja, -45,6k|/mol + 
(-19,22)kj/mol: 

ATP + 2H : 0 > AMP + 2P, AG"' = -64,8kJ/mn] 

A ativação dos aminoáddos que precede a formação de proteí- 
nas (veja Fig, 27- 16) é acompanhada de uma série de reações aná- 
logas nas quais a coenzima A é substituída por uma molécula de 
RNA de transferência. Uma rara utilização do rompimento do ATP 
em AMP e PP| ocorre no vaga-lume, que utiliza ATP como fonte 
de eneçgia para produção de lampejos de luz (Adendo 14-3). 

A síntese de macromoléculas 
informacl onais requer energia 

Quando precursores simples são ligados formando polímeros 
de alto peso molecular com sequências ordenadas (13 NA, RNA, 
proteínas), conforme descrito em detalhes na Parte IV deste li- 
vro, è necessária energia tanto para a condensação das unidades 
monoméricas quanto para a formação das seqüências ordena- 
das. Os precursores das sínteses de DNA e RNA são nucleosí- 
deos trifosfato, sendo a polimerizaçâo acompanhada de rompi- 
mento da ligação fosfoanidrido entre os fosfatos a e p, com li- 
beração de PP; (Fig. 14-12). Os segmentos transferidos para o 
polímero em crescimento nessas reações são adenilato (AMP), 
guaniiato (GMP), citidilato (CMP) ou uridilatu (UMP) para a 
síntese de RNA, e seus "desoxi” análogos (com TMP substitu- 
indo UMP) para a síntese de D NA, Conforme mencionado, a 
ativação dos aminoáddos para a síntese de proteínas envolve a 
transferência de grupos adenilato do ATP; posterior mente será 
abordado o fato de que a formação de ligações peptidicas sobre 
os ribossomos é acompanhada também de hidrólise do GTP (Ca- 
pítulo 27), Hm todos esses casos, o rompimento exergònico de 
um nucleosídeo trifosfato está acoplado ao processo endergóni- 
co de síntese de um polímero de seqüéncia ordenada. 

O ATP energiza o transporte 
ativo e a contração muscular 

Q ATP pode fornecer energia para 0 transporte de íons ou mo- 
léculas, através da membrana, de um determinado comparti- 
mento aquoso para outro no qual as suas concentrações são mais 
elevadas (veja Fig, 12-30), Os processos de transporte são os 
maiores consumidores de energia. Nos rins e cérebro humanos, 
por exemplo, dois terços da energia consumida durante o re- 
pouso são utilizados para bombear Na + e K 4 através de mem- 
branas pia sm áticas, um processo que é intermediado pela Na 4 K 4 - 
ATPase, O transporte de Na" e K 4 é impulsionado pela fosforila- 
ção e desfosforilação cíclica da proteína transportadora, tendo o 
ATP como doador de grupo fosforil (veja Fig. 12-34), A fosfori- 
lação Na '-dependente da Na^K 1 -ATPase induz a uma alteração 
na conformação da proteína e uma desfosfor ilação K 1 -depen- 
dente favorece o retorno à conformação original. Cada ciclo no 
processo de transporte resulta na conversão de ATP em ÀPP e 
Pj, sendo a variação de energia livre da hidrólise do ATP respon- 
sável pela indução de alterações cíclicas na conformação da pro- 
teína e consequente bombeamento eletrogêmco de Na 4 e K 4 . Note 
que, neste caso, 0 ATP interage covaientemente transferindo gru- 
po fosforil ã enzima* não aó substrato. 
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Adendo 14-3 O re Iam pear dos vaga-lumes: relatos brilhantes do ATP 


A bioluminescéncía necessita de uma quantidade 
considerável de energia. No vaga -lume, o ATP é uti- 
lizado em uma variedade de reações que convertem 
energia química em energia Luminosa. De milhares 
de vaga-lumes coletados por crianças nas imedia- 
ções de Baltimorc, Wüliam McElroy e seus colabo- 
radores da Universidade lohns Hopkíns isolaram os 
principais componentes bioquímicos; a luciferina, 
um ácido earboxíüco complexo, e a lucíferase, uma 
enzima. A emissão de um lampejo requer a ativação 
da luciferina por meio de uma reação enzimática 
envolvendo a quebra do ATP em piro fosfato com 
formação de adenilato de luciferina. Em presença 
de oxigênio molecular e luciferase, a luciferina so- 
fre um processo gradual de desearboxilaçâo oxida- 
tiva a nxi luciferina, Esse processo é acompanhado 
pur emissão de luz. A cor dos lampejos difere em 
função da espécie de vaga-lume e parece ser deter- 
minada por diferenças na estrutura da luciferase. Por 
uma série de reações subseqüeutes, a luciferina é 
regenerada a partir da oxiluriferma. 

Em laboratório, luciferina e luciferase purifica- 
das de vaga-! ume possibilitam, em função da inten- 
sidade luminosa produzida, medir quantidades de 
ATP tão pequenas quanto alguns poucos picomo- 


Jes (10 12 mol). Uma extensão ilustrativa dos estu- 
dos com luciferase é a clonagem de seu gene cm 
plantas de tabaco. Quando irrigadas com uma solu- 
ção contendo luciferina, essas plantas fosforescem 
no escuro (veja Fig. 2y-20j. 



O vaga-lume, um besouro da família Lampyridae. 



Luciferina do vaga- lume 


jOXvri 


' — O — | Rib | — 1 Ade ninai 


Adenilato de luciferina 





Componentes importantes que participam rio ddo de hiolumtnescência do vaga-lume. 


No sistema contrãtü das células do músculo esquelético, a 
miosina e a actina sâo proteínas especializadas em transduzir a 
energia química do ATP em movimento (veja Fig. 7-33). Q ATP 
liga-se foTtemen te, embora não-covalentemente, a uma confor- 
mação da miosina, mantendo-a nessa conformação. Quando a 
miosina catalisa a hidrólise do ATP ligado, o ADP e Pj disso- 
ciam- se da proteína permitindo o seu relaxamento em uma 
outra conformação, que se mantém até a ligação de uma outra 
molécula de ATP. À ligação e a subseqüente hidrólise do ATP 
(pela miosina ATPase) fornecem a energia que induz: a altera- 
ções cíclicas na conformação da cabeça da molécula de míosi- 
na. A alteração na conformação de várias moléculas individuais 
de miosina resulta no deslizamento das fibrilas da proteína ao 
longo dos filamentos de actina (veja Fig. 7-3 2b promovendo a 
contração macroscópica da fibra muscular. Essa produção de 


movimento mecânico à custa do ATP é, conforme mencionado 
anteriormente, um dos poucos casos em que a hidrólise do ATP 
por si, e não a transferência de grupo do ATP, é a fonte de ener- 
gia química em um processo acoplado. 

As transfosfor ilações entre os nucleotídeos 
ocorrem em todos os tipos de células 

Embora o ATP lenha sido definido como a moeda de energia da 
célula e o doador de grupos fosforil, todos os outros nudeosl- 
deos tri fosfato (GTP, UTP e CTP) e todos os desoxmucleosídeos 
tri fosfato (d ATP, d GTP, dTTP e dCTPJ são encrgclicamente equi- 
valentes ao ATP. As variações de energia livre que acompanham a 
hidrólise de suas ligações tbsfoanidrido são bastante semelhan- 
tes àquelas apresentadas na Tabelã 14-6 para o ATP. Na prepara- 
ção para as suas diferentes' funções biológicas, esses outros nu- 
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Figura 14-12 - Nudeosídeos trifosfato na síntese do RN A Com cada 
nucleosfdeo moriofosfato adicionado á cadeia em crescimento, um PP. ê 
Itberado e hidrolisado a dois P|. A hidrólise de doas ligações fosfoánidrido 
para cada nodeotideo adicionado fornece a energia para a formação das 
ligações no polimero de RN A e para a montagem de uma seqüència or- 
denada de nucleotideos. 


cleotídeos são formados e mantidas corno nudeosideos tri fosfa- 
to (NTP) mediante transferência do grupo fosforil aos nucleosí- 
deos difbsfato (NDPs) e monofesfato (NMPs) correspondentes. 

O ATP é o composto fosfato de alta energia primário pro- 
duzido pelo catabolismo na glicólise, fosforilaçio oxidativa e, 
em células fotossültéticas, na fotofosforilação, Diversas enzimas 
transferem grupos fosforil do ATP para outros núcleo tídeos. A 
nudeosídeo difosfato quinase, encontrada em todas as células, 
catalisa a reação 

Ms J ' 

ATP + IMDP (nu dNDP) , ■ T-- s ADP + NTP (ou d NTP) AG * 0 

Embora esta reação seja total mente reversível, a razão [ ATP | / 
l ADP | relativamente alta nas células, nurmalmente, impulsiona 
a reação para a direita, com a nova formação de NTP® e dNTPs. 


A enzima, na realidade, catalisa uma transferência de grupo fos- 
Foril em duas etapas. Primeiramente, a transferência do grupo 
fosforil do ATP para um resíduo de Hís do sitio ativo produz 
uma fosfoenzima intermediária; o grupo fosforil ê então trans- 
ferido do resíduo de ©-Bis para um receptor de NDP. Por ser a 
enzima não específica para a base no NDP, atuando com a mes- 
ma eficiência sobre NDPs e dNDPs, ela é capaz de sintetizar to- 
dos os NTPs e dNTPs, gerando os NDPs correspondentes e um 
suprimento de ATP, 

Quando ocorre acúmulo de ADP decorrente da transferên- 
cia de grupos fosforil do ATP, como no caso de uma contração 
muscular vigorosa, o ADP interfere na contração dependente de 
ATP. Nesse caso, a adenilato quinase remove ADP por meio da 
reação 

2ADP , M ' ATP + AMP AG írt - 0 

Esta reação é totalmente reversível, de tal forma que a enzima 
pode converter também AMP (produzido pela transferência de 
grupos pirofosforil ou adenilil do ATP) em ADP, que pode en- 
tão ser fosforilado a ATP por meio de uma da5 vias catabúlicas. 
Uma enzima semelhante, a guanilato quinase. converte GMP em 
GDP k custa de ATP. Por meio de vias como essas, a energia con- 
servada na produção catabólica do ATP é utilizada para suprira 
célula com todos os NTPs e dNTPs necessários, 

A fosfocreatina (Pig. 14-5), também denominada creatina 
fosfato> é uma fonte de grupos fosforil para uso imediato, pro- 
movendo a formação rápida de ATP a partir do ADP A concen- 
tração de fosfocreatma (PCr) no músculo esquelético é de apro- 
ximadamente 3QmM, quase dez vezes superior à concentração 
de ATP, e em outros tecidos tais como músculo liso* cérebro e 
rim é de 5 a lümM. A enzima creatina quinase catalisa a reação 
reversível 

Me j * 

ADP + PCr , . h ATP + Cr AG r " = -12AkJ/mol 

Quando uma súbita demanda por energia esgota o ATP, o reser- 
vatório de PCr o repõe a uma velocidade consideravelmente su- 
perior àquela pela qual ele é sintetizado por meio das vias cata- 
bólícas. Quando a demanda por energia diminui, o ATP produ- 
zido pelo catabolismo é utilizado para repor o reservatório de 
PCr por meio do reverso da reação da creatina quinase. Orga- 
nismos inferiores utilizam outras moléculas do tipo da PCr (de- 
nominadas coletiva mente de fosfagens) como reservatórios de 
grupos fosforil. 

O polifosfato inorgânico é um 
doador potencial de grupos fosforil 

O polifosfato inorgânico (poliP) é um polímero linear compos- 
to por centenas de resíduos de P, ligados por meio de ligações 
fosfoanidrido. Esse polímero, presente nas células de todos os 
organismos, possui aproximadamente o mesmo potencial de 
transferência de grupos fosforil do PP,; a sua função biológica 
ainda não é conhecida. Na fííf/jerichiíj co/í, poliP é acumulado 
quando as células estão crescendo em meio com excesso de Pj, 
sendo que esse acúmulo representa uma vantagem para a sobre- 
vivência durante períodos de estresse nutricional ou oxidativo. 
A enzima polifosfato quinase catalisa a reação 

ATP + poliP, | ' ADP + poliP. * , AG“' = -^Okl/mol 

pur meio de mecanismo envolvendo um intermediário fosfois- 
tidina ligado à enzima (relembrar o mecanismo da nucleosídio 
di fosfato quinase, descrito anteriormente). Pelo fato de □ reação 
ser reversível, o poliP (tal qual o PCr) podería servir como reser- 
vatório de grupos fosforil, ou ainda como um doador de grupos 
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fosforil análogo ao ATP no que se refere às transferências catali- 
sadas por qu mases. O menor polifosfato, PPi (n = 2), pode ser- 
vir como fonte de energia para o transporte ativo de H 1 em va- 
cúolos de plantas, O PP; é também o habitual doador de grupos 
fosforil para pelo menos uma forma da enzima fosfoffutoqui- 
nase em plantas* uma função normalmente exercida pelo ATP 
em animais e microrganismos (pág. 41 3). A descoberta de eleva- 
das concentrações de poliP em condensados e vapores vulcâni- 
cos sugere que ele poderia ter servido como fonte de energia na 
evolução celular pré-bíótíca e primitiva. 

As equações bioquímicas e químicas não são idênticas 

Bioquímicos escrevem equações metabólicas em uma forma sim- 
plificada» particular mente as reações envolvendo o ATP. Com- 
postos fosforÜados podem existir em diferentes estados de ioni- 
zação, e, conforme já mencionado, as diferentes espécies podem 
ligar Mg 2+ . Por exemplo, em pH 7,0 e concentração de Mg 2 ’ igual 
a 2mM» o ATP encontra-se nas formas ArP 4- * HATP 3 ", H 2 ATP 2 * 
MgHATP' e Mg : ATP. Entretanto, quando se considera a função 
biológica do ATP, nem sempre todos esses detalhes são relevan- 
tes* podlendo o termo ATP representar todas as espécies envolvi- 
das, Portanto, a sua hidrólise pode ser representada pela equa- 
ção bioquímica 

ATP + HjD — -+ AT>P + Pi 

na qual ATP, A DP e Pj correspondem aos somatórios das espé- 
cies, A constante de equilíbrio aparente 
= IADP1-[P,]/[ATP] 

depende do pH e da concentração de Mg Jf livre. Pode-se obser- 
var que PT e Mg 2 ' não aparecem na equação bioquímica porque 
eles são mantidos constantes. Assim, uma equação bioquímica 
não inclui o balanceamento de H, Mg ou carga* embora ela in- 
clua o balanceamento de todos os outros elementos envolvidos 
na reação (C, N, O e P na equação citada). 

Pode-se escrever uma equação química incluindo o balan- 
ceamento de todos os elementos e cargas. Por exemplo* quando 
o ATP é hidrolisado em valores de pH acima de 8,3 na ausência 
de Mg*', a reação química é representada por 

ATP 4 " ~ H,0 — -+ ADP 3- 4 HPOi" 4 H' 

A constante de equilíbrio correspondente 

= iÁDP^KHPOi' |[H"]/[ATP*- 1 

depende somente da temperatura, pressão e força iônica. 

Ambas as formas de se escrever uma reação metabólica são 
relevantes em bioquímica. Assim* equações químicas são utili- 
zadas quando se precisa levar em consideração todos os átomos 
e cargas na reação* como no caso da análise de mecanismos en- 
volvidos. Equações bioquímicas são utilizadas para estabelecer 
em qual sentido a reação ocorrerá espontaneamente* dado um 
valor específico de pH e [Mg 2 ' ], ou para calcular a constante de 
equilíbrio dessa reação. 

Neste livro serão utilizadas as equações bioquímicas, a não 
ser quando enfocarmos o mecanismo qutmico envolvido* além 
de valores de AG Hí> e ÍC^ determinados em pH 7,0 e na presença 
de Mg 2 * ImM. 


Reações Biológicas de Oxidação-Redução 

A transferência de grupos fosforil é um evento central no meta- 
bolismo. Igual mente importante é a transferência de elétrons 
em reações de oxidação-redução, Essas reações envolvem a per- 
da de elétrons por uma determinada espécie química» que sofre 
oxidação» e a captação de elétrons por uma outra espécie quími- 
ca, que sofre redução. O fluxo de elétrons em mações de oxida- 
ção-redução é responsável, direta ou indireta mente, por todos 
os trabalhos realizados pelos organismos vivos. Em organismos 
não-fotossintéticos, as fontes de elétrons são compostos reduzi- 
dos ( alimentos); em organismos fotossintéticos, o doador ini- 
cial de elétrons é uma espécie química excitada por absorção de 
luz. A via de transporte de elétrons no metabolismo é complexa. 
Os elétrons movem -se de diferentes intermediários metabólicos 
para carreadores de elétrons especializados, por meio de reações 
catalisadas enzimaticamente. Os carreadores» por sua vez, doam- 
nos a receptores com maior afinidade por elétrons, liberando 
energia. As células contêm uma variedade de transdutores mo- 
leculares de energia* que convertem a energia do fluxo de elé- 
trons em trabalho útil. 

Nossa discussão terá início com a descrição dos tipos gerais 
de reações metabólicas que envolvem a transferência de elétrons. 
Após a consideração das bases teóricas e experimentais para 
medir as alterações de energia nas reações de oxidação, em ter- 
mos de força eletromotiva» será discutida a relação entre essa 
força, expressa em volts* e a variação de energia livre» expressa 
em joules, Concluiremos com a discussão das estruturas e da 
química de oxidação-redução dos mais comuns dos transporta- 
dores de elétrons especializados, que serão mencionados frequen- 
temente nos próximos capítulos, 

O fluxo de elétrons pode realizar trabalho biológico 

Sempre que se liga um motor, a luz elétrica ou o aquecedor, ou 
ainda quando uma taísca promove a combustão da gasolina em 
um motor de veículo, o fluxo de elétrons é utilizado para reali- 
zar trabalho, No circuito que impulsiona um motor, a fonte de 
elétrons pode ser uma bateria contendo duas espécies químicas 
que diferem na afinidade por elétrons. Os fios elétricos forne- 
cem um caminho para o fluxo de elétrons de uma espécie quí- 
mica em um pólo da bateria* por meio do motor* para a espécie 
química no outro pólo da batería. Pelo fato de as duas espécies 
químicas diferirem em suas afinidades por elétrons, estes fluem 
espontaneamente por meio do circuito, conduzidos por uma 
força proporcional à diferença na eletro afinidade, a força elt- 
trpmotrva (fem), A força eletromotiva (tipicamente alguns pou- 
cos volts) pode realizar trabalho caso um transdutor de energia 
apropriado, nesse caso um motor, seja incluído no circuito. 0 
motor pode estar acoplado a uma variedade de dispositivos me- 
cânicos capazes de realizar trabalho útil. 

Às células vivas possuem um “circuito 11 biológico análogo, 
sendo que um composto relativa mente reduzido» a glicose, é a 
fonte de elétrons. A glicose é oxidada enzimaticamente e os elé- 
trons liberados fluem espontaneamente por meio de uma série 
de carreadores intermediários, para uma outra espécie química, 
tal cnmo o 0 : , Esse fluxo é exergóníco porque o O: possui maior 
afinidade por elétrons do que os carreadores intermediários. À 
força eletromotiva resultante fornece energia para uma varieda- 
de de transdutores moleculares (enzimas e outras proteínas)» os 
quais realizam trabalho biológico. Na mítocôndria* por exem- 
plo, enzimas ligadas â membrana acoplam o fluxo de elétrons à 
geração de uma diferença de pH transmembrana, realizando tra- 
balho elétrico e osmótico. Q gradiente de prótons assim forma- 
do possui energia potencial, algumas vezes denominada força 
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próton motiva por analogia com a força eletromotiva, Uma ou- 
tra enzima, a ATP sintase na membrana mitocondrial interna, 
utiliza a força próton motiva para realizar trabalho químico, qual 
seja, a síntese de ATP a partir de ADP e P L > à medida que os pró- 
tons fluem espontaneamente através da membrana. De forma 
semelhante, na E. coli, enzimas localizadas na membrana con- 
vertem a força eletromotiva em força próton motiva* utilizada 
para potencializar o movimento flagelar. 

Os princípios da eletroquímica que determinam as altera- 
ções energéticas no circuito macroscópico compreendido por 
um motor e batería apiícam-se, com igual validade, aos proces- 
sos moleculares associados ao fluxo de elétrons nas células vi- 
vas. Esses, princípios serão examinados a seguir. 

Oxidação-redução pode ser descrita 
na forma de meia -reação 

Embora oxidação e redução ocorram conjuntamente, é conve- 
niente que, na descrição da transferência de elétrons, as duas 
metades de uma reação de oxidação -redução sejam representa- 
das separadamente. Por exemplo, a oxidação do lon ferroso pelo 
íon cúprico 

Fe 24 + Cu 24 ^ Fc v *+ Cu 4 

pode ser descrita em termos de duas meias-reações; 

(1) Fe 34 Fe 14 + e" 

(2) Cir 4 + e =f=^ Cu 4 

A molécula doadora de elétrons em uma reação de oxidação - 
redução é denominada agente redutor, ou simplesmente redu- 
tor; a molécula receptora de elétrons è o agente oxidante, ou sim- 
plesmente oxidante. Um determinado agente, tal como um cátion 
ferro existente nos estados ferroso (Fe 2- ) ou férrico (Fe 34 }. fun- 
ciona como um par oxidante-redutor conjugado (par redox), da 
mesma forma que um ácido e a sua base correspondente funcio- 
nam como um par ácido-base conjugado, Relembre do Capitu- 
lo 4 que para uma reação ácido -base pode escrever-se a seguinte 
reação geral: doador de prótons H 1 4- receptor de prótons, 
Para as reações redox pode-se escrever uma reação gerai seme- 
lhante: doador de elétrons e" -I- receptor de elétrons. Na 
meia- reação reversível ( 3 ) descrita adma, Fe 2 4 é o doador de elé- 
trons enquanto Fe 34 é o receptor; juntos, Fe'* e Fe 31 constituem 
um par redox conjugado. 

As transferências de elétrons nas reações de oxidação -redu- 
ção envolvendo compostos orgânicos não são fundamental mente 
diferentes das que ocorrem com espécies inorgânicas. No Capi- 
tulo 9 foi apresentada a oxidação de um açúcar redutor (um al- 
deído ou cetona) pelo íon cúprico (veja Fig, 9- 10a); 

/P P 

R — *C 4 4QH" 4 2Cu 24 R — Q 4 CuiO + 2^0 

X H T)H 

A reação total pode ser expressa na forma de duas meias- reações: 

/> P 

(1) R — C 4 2QH' c 4 2e~ 4 H 3 D 

X H N OII 

(2) 2Cu JI +■ 2e~ 4 20H" ^ QijO 4 H a O 

Como dois elétrons são removidos do carbono aldeído, a se- 
gunda meia -reação (a redução por um elétron do íon cúprico a 
cuproso) deve ser multiplicada por dois no balanceamento da 
equação total. 


As oxidações biológicas frequentemente 
envolvem desidrogenação 

Nas células vivas, o carbono encontra-se em diferentes estados 
de oxidação (Fig. 14-13). Quando o átomo de carbono com- 
partilha um par de elétrons com um outro átomo (tipicamente 

H, C, S, N ou O)* o compartilhamento é desigual em favor do 
átomo mais eletronegativo (relembre a ordem crescente de ele- 
tronegatividade apresentada na Tabela 3-2: H<C<$<N<0), 
De forma simplificada, porém útil, pode-se considerar que o 
átomo mais eletronegativo "apropria-se” dos elétrons compar- 
tilhados com um outro átomo. Por exemplo, no metano (CH<), 
o carbono é mais eletronegativo do que os quatro átomos de 
hidrogênio ligados a ele, portanto o átomo de G “apropria-se” 
de todos os oito elétrons (Fig. 14-13), No etanu, os elétrons na 
ligação C — C são compartilhados ígualmente, de tal forma que 
cada átomo de C "apropria-se” somente de sete dos oito elé- 
trons. No etanol, o C-l é menos eletronegativo do que o oxigê- 
nio ao qual ele está ligado, e a átomo de O, portanto, ' apropria- 
se” de ambos os elétrons da ligação C — O, deixando o C-l com 
somente cinco elétrons da ligação. Juntamente com cada perda 
formal de elétrons, o átomo de carbono sofre oxidação, ainda 
quando o oxigénio não está envoivido, como no caso da con- 
versão de um alcano (CH 2 — CH 2 ) em um alceno (CH — CH). 
Nesse caso, a oxidação (perda de elétrons) coincide com a perda 
de hidrogênio. Nos sistemas biológicos, oxidação é freqüente- 
mente sinónimo de desidrogenação e muitas das enzimas que 
catalisam reações de oxidação são desídrogenases. Note que os 
compostos mais reduzidos na Figura 14-13 (no topo) são mais 
ricos em hidrogénio do que em oxigênio, enquanto os compos- 
tos mais oxidados (na base) possuem mais oxigênio do que 
hidrogênio. 

Nem todas as reações de oxidação -redução biológicas en- 
volvem carbono. Por exemplo, na conversão de nitrogénio mo- 
lecular em amónia, f>H 4 + “ 4 Nj — > 2NH}, os átomos que 

sofrem redução são os de nitrogênio. 

Os elétrons são transferidos de uma molécula (doadora de elé- 
trons) para outra, por meio de uma das quatro formas a seguir: 

I, Diretamente como elétrons. Por exemplo, o par redox Fe :+ / 
Fe 34 pode transferir um elétron para o par redox Cu7Cu 2í : 

Fe 34 4 Cu 24 ^ Fe* 4 + Cu 4 

2. Como átomos de hidrogênio. Lembre-se de que um átomo de 
hidrogênio consiste de um próton (H + ) e um único elétron 
(e“). Nesse caso, pode-se escrever a seguinte equação geral: 

AH; ^ A 4 2r" 4 2H + 

onde AH; é o doador de hidrogênio/elétrons (não confunda 
essa reação com a dissociação de um ácido, uma vez que o H 1 
tem origem na remoção do átomo de hidrogênio, ou seja, H 4 
+ e~). AH 2 e A constituem um par redox conjugado (A/AH;), 
que pode reduzir um outro composto B {ou par redox, B/BH 2 ) 
pela transferência de átomos de hidrogênio: 

AHi 4 B A + BH, 

3. Como ion hidreto (:H“), que possui dois elétrons, Isso ocorre 
no caso das desidrogenases ligadas a NA D, descritas a seguir. 

4. Por direta com o oxigênio. Nesse caso, o oxigênio 

combina-se com um redutor orgânico, sendo covalentemente 
incorporado ao produto, como no caso da oxidação de um 
hidrocarboneto a um álcool: 

lí — Q-lj + — * R— CH 2 — OH 

O hidrocarboneto é o doador de elétrons, enquanto o átomo 
de oxigênio é o receptor. 
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Nas células ocorrem todos os quatro tipos de transferência oe 
elétrons. O termo equivalente redutor é geralmente utilizado 
para designar um único equivalente eletrônico que participa de 
uma reação de oxidaçáo- redução, independentemente de esse 
equivalente estar na forma de elétron, átomo de hidrogénio ou 
íon hidreto, nu, ainda, se a transferência de elétrons ocorre em 
uma reação com oxigênio liberando um produto oxigenado. 
Como as moléculas combustíveis biológicas geralmente sofrem 
desidrogenação enzimática perdendo dois equivalentes reduto- 
res de uma vez, e como cada átomo de oxigénio recebe dois equi- 
valentes redutores, os bioquímicos, por convenção, referem-se à 
unidade de oxidação biológica como dois equivalentes reduto- 
res que se transferem do substrato para o oxigênio. 
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Figura 14-13 — Estadas de oxidação do carbono presentes na bios- 
fera. Qs estados de oxidaçáo sâo ilustrados com alguns compostos re- 
presentativos. Concentre-se no átomo de carbono em vermelho e seus 
elétrons ligantes. Quando esse carbono se liga a um átomo de H menos 
eletronegativo, ambos os elétrons ligantes (em vermelho) são cedidos ao 
carbono. Quando o carbono é ligado a um outro carbono, os elétrons 
ligantes sáo compartilhados igualmente, de tal forma que um dos dois 
elétrons è cedido ao carbono em vermelho Quando o carbono em ver- 
melho é ligado ao átomo de O mais eletronegativo, os elétrons ligantes 
são cedidos ao oxigênio. Q número á direita de cada composto é o nú- 
mero de elétrons J ' apropriado" pelo carbono em vermelho, uma expres- 
são do seu estado de oxidação. Quando o carbono em vermelho sofre 
oxidação {perde elétrons), o número torna-se menor. Assim, a ordem 
crescente para o estado de oxidação è : akano < alceno < álcool < slcino 
< aldeidq < cetona < ácido carboxííico < cJiòxido de carbono. 


Os potenciais de redução medem 
a afinidade por elétrons 

Quando dois pares redox conjugados estão presentes conjunta- 
mente em solução, a transferência de elétrons do doador de um 
par para o receptor de elétrons do outro par pode ocorrer es- 
pontaneamente, A tendência para que a reação ocorra depende 
da afinidade relativa do receptor de elétrons de cada par redox. 
O potencial de redução padrão, £°, uma medida (em volts) des- 
sa afinidade, pode ser determinado por experimento semelhan- 
te ao descrito na Figura 14-14. Os eletroquf micos escolheram 
como padrão de referência a seguinte meia -reação: 

H +<r — t 

Ao elétrodo no qual essa meia -reação ocorre (denominado mda- 
célula), é atribuído, arbitrariamente, um potencial de redução 
padrão de 0,00 V, Quando esse elétrodo de hidrogênio é conecta- 
do por meio de um circuito externo a outra meia-célula em que 
uma espécie oxidada e sua espécie reduzida correspondente es- 
tão presentes em concentrações- padrão (cada soluto em con- 
centração IM e cada gás sob pressão de l01,3kPa ou I atm), os 
elétrons tenderão a fluir por meio do circuito externo, da meia- 
célula com menor potencial de redução padrão para a meia -cé- 
lula com maior potencial de redução padrão. Por convenção, à 
meia- célula com maior tendência para adquirir elétrons é atri- 
buído um valor positivo para P°, 

O potencial de redução de urna meia-célula depende não 
somente das espécies químicas presentes, mas também de suas 
atividades, cujos valores são comparáveis aos de suas concentra- 
ções. Há aproximadamente um século, Walther Nernst deduzia 
uma equação que relaciona o potencial de redução padrão (£?) 
ao potencial de redução (E) para quaisquer concentrações de 
espécies oxidadas e reduzidas na célula: 


n = f + 


RT [receptor de elétrons] 
nJ | doador de elélruns| 


(14-4) 


onde os valores de R e T são os já descritos, n corresponde ao 
número de elétrons transferidos por molécula ec? é a constante 
de Faraday (Tabela 14-1), E>ara 298 K (25 L, C), essa expressão é 
reduzida a: 


P _ g, + Ü.UZ6V ln | receptor Jr détrgfts^ 
n | doador de elétrons] 


(14-5) 


Muitas meias- reações de interesse bioquímico envolvem pró- 
tons. Como na definição de AG'", os bioquímicos definem o es- 
tado padrão para reações de oxidação-redução como pH 7,0 t 
expressam potencial de redução como E* o potencial de redu- 
ção padrão em pH 7,0. Os potenciais de redução padrão apre- 
sentados na Tabela 14-7 e utilizados neste livro sâo valores de 
E'\ sendo válidos portanto somente para sistemas em pH neu- 
tro. Cada valor representa a diferença de potencial quando o par 
redox conjugado, em concentrações IM e pH 7,0, é conectado 


401 


Aparelho para medir 
força eletromotriz (fem) 




H : gasoso ' 
(pressão 
padrto) 


Figura 14-14 - Medida do potencial de redução padrão (£'°}de um 
par redox. Os elétrons fluem do elétrodo teste pera o elétrodo de nefe- 
réndâ, ou vice-versa. A meia-célula de referência finai é o elétrodo de 
hndmgênro, conforme mostrado nesta figura. O valor de Q,DÜV ê atribui' 
do â força eletromotiva (fem) desse elétrodo. Em pH 7,0, o valor de 
para o elétrodo de hidrogénio é-0,414V. 0 sentido do fluxo dos elétrons 
depende da sua "■pressão" relativa ou do potencial das duas células. Uma 
ponte salina contendo solução de KC! saturado fornece um caminho para 
d movimentação dos íons entre a célula teste e a de referência. A partir 
da fem encontrada e conhecendo-se a fem da céiula de referência, é 
possível determinar a fem da célula teste contendo o par redox em aná- 
lise. A célula que recebe elétrons apresenta, por convenção, o potencial 
de redução mais positivo. 


Tabeta 14-7 - Potenciais de redução padrão de algumas meias- rea- 
ções biologicamente importantes a 25°Ç em pH 7,Q 


Meia-reação F° (V) 

j0 3 + 2H 4 + 2e" ► KiO 0,616 

Fe 3 * + e- — > Fe 3 ‘ 0,771 

N0 3 4 2H 4 + 2e * N0 3 4 H 3 0 0,421 

Citocromo f (Fe 3 *) 4 e citocromo f (Fe 2 *) 0,365 

FeíCNJi^ (ferricianeto) + e — * Fe(CN)£ 0,36 

Citocromo (Fe 34 ) + e" — * citocromo a 5 (Fe 2 *) 0.35 

0 2 + 2H 4 + 2e" rHA 0,295 

Citocromo a (Fe 31 ") + e" — ► citocromo a {Fe 21 ") 0,29 

Citocromo c (Fe 3 ") + é" — * citocromo c (Fe 2 *) 0,254 

Citocromo q (Fe 34 ) + e" * citocromo ci (Fe 34 ) 0,22 

Citocromo b (Fe 1 *) + e - » citocromo b (Fe 24 ) 0,077 

Ubiquinona + 2H 4 # 2e" * ubiquinol + H 3 0,045 

Fuma rato 3 + 2H* + 2e* — * succinato 3 ' 0,031 

2H“ 4 2e" — ► H 3 (nas condiçtes-padrâo, pH 0) 0,000 

Crotonil-CoA + 2H 4 + 2e~ — * butiril-CoA -0,015 

Oxaloacetato 3 " + 2H* + 2e" — * malato 3 " -0, 1&6 

Piruvato" + 2H* + 2ir — lactato" -0, 1 S5 

Acetaldeído + 2H 4 4 2e" ► etanol -0, 197 

FAD 4 2H 4 4 2e" — 4 FADH 2 -0,2 19* 

Glutationa 4 2H 4 4 2e~ ► 2 glutationa reduzida -0,23 

5 4 2H 4 4 2e- * H 3 S -0,243 

Acido lipóico 4 2H 4 4 2e *■ ácido diidrolipCMCo -0,29 

MAD 4 + H 4 4 2 e" * NADH -0,3 20 

MADP* 4 H* 4 2e- * NADPH -0,324 

Aceto&cetato 4 2H* 4 2e — * p-hidroxibutirato -0,346 

a-Cetoglutarato + CO í +2H 4 42e * isocitrato -0,38 

2H 4 + 2e — > H 3 (em pH 7,0) -0,414 

Ferredoxina (Fe 3 *) 4 e~ — * ferredoxina (Fe 24 ) -0.432 


Dados extraídos em sua maior parte de Loach PA. (i976) fn. Handbook cf eib- 
chemistryand Molecular Biokjgy, 3 rd edrr (Fasman GD, ed) r Phyzicaf and Cihemr- 
caíDa fa, Vol. I, pp. 122-130, CRC Press, Boca Raton, FL. 

"Êste valor è para o FAD livre. FAD ligado a uma flavoproteina especifica (por 
exemplo, succinato desidrogenasej apresenta E'° diferente. 


com o elétrodo de hidrogênio padrão (pH 0). Observe na Tabela 
14-7 que s quando o par conjugado 2H + /H 3 em pH 7 S Í1 é conecta- 
do com o elétrodo de hidrogênio padrão (pH 0)* os elétrons ten- 
dem a fluir da célula em pH 7,0 para a célula-padrão (pH 0); o 
valor de E° medido para o par 2H + /H 3 é-G,4J4V. 

Os potenciais de redução padrão podem ser 
utilizados para calcular a variação de energia livre 

Os potenciais de redução são parâmetros úteis uma vez que a 
determinação do valor correspondente a uma de duas meias- 
células em relação ao elétrodo de hidrogênio padrão possibilita 
conhecer o valor em relação ã outra meia-célula. Pode-se assim 
prediiíer o sentido no qual os elétrons tenderão a fluir quando as 
duas meias-células estiverem conectadas por meio de um cir- 
cuito externo, ou ainda quando os componentes de ambas as 
meias- células estiverem presentes na mesma solução. Os elétrons 
tendem a fluir para a meia-célula eorn o valor de E mais positi- 
vo* sendo essa tendência proporcional à diferença nos poten- 
ciais de redução, AE. 

A energia que se toma disponível por meio desse fluxo es- 
pontâneo de elétrons (a variação de energia livre para a reação 
de oxidação-redução) é proporcional a AE: 

AG=-rtJA£ ou AG™ = -ih? AE™ (14-6) 


Neste caso* n representa o número de elétrons transferidos na 
reação* Qim esta equação é possível calcular a variação da ener- 
gia livre para qualquer reação de oxidação-redução, a partir dos 
valores de F n (veja Tabela 3 4-7) e das concentrações das espécies 
envolvidas na reação. 

Considere a reação na qual o acetaldeído é reduzido peio 
transportador biológico de elétrons NADH; 

Acetaldeído 4 NADH + H 4 ► etano] 4 NAD 4 

As meias-reações envolvidas e seus valores de F° são: 

(1) Acetaldeído + 2H 4 4 2r —4 eiano] F L 4 = -0, 1 97V 

(2) MAD 4 4 2H 4 + lz * NADH 4 H 4 F° = -Q,320V 

Por convenção, AE 10 ê expresso como F° do receptor de elétrons 
menos £* H> do doador de elétrons. Pelo fato de o acetaldeído 
receber elétrons do NADH, neste exemplo, AE /Ü ~ —0,1 97V - 
Í-0,320V) = Ü,123V* e n = 2. Portanto* 

AG™ = -nJ AE™ = -2(%3kJ/V ■ mol)(0,Í23V) = -23,7kJ/moÍ 

Rsta é a variação de energia livre para a reação de oxidação-re- 
dução em pH 7.0 quando acetaldeído, etanol, NAD 4 e NADH 
estão presentes em concentrações iguais a IM, GâSo as concen- 
trações de acetaldeído e NÀDH forem 1M, mas as de etanol e 



NAD ' for^m 0,1 M, o valor de AC pode ser adcolado como se- 
gue, Primeiro, sàc determinados os valores de E para ambos os 
redutores í hq. 14-4): 


Emuwm, ' f" + - 


Eaceialdeidol 

|eiJnol| 


íum 


* -0,l97V - 0JJ2 ^ _ Ln ~ ^ -O.I67V 
2 CU 

^jn_ NMVj 
sJ IMADH: 

= 4U2GV + acü *y. In — ^ 4135 OV 
2 1*0 


é então utilizado para calcular AG ( Eq. 14-5): 

A£ ■ -ÍM67V - MU5ÜJV - OJilV 
AG = -nJ 4E 

= -2(9fi3k.lA r mo]H D.IH3 1 V] 

- - 35 , 3 kj/mol 

Assim, é possível calcular a variação de energia livre para qual- 
quer reação redox biológica e em quaisquer concentrações dos 
pares redox. 


A oxidação celular da glicose a dióxido de carbono 
requer transportadores de elétrons especializados 

Os principio* da energética de oxidação- redução descritos ante- 
riormente se aplicam a um grande número de reações metabóli- 
ca* que envolvem transferência de elétrons. Por exemplo, em 
muitos organismos* a oxidação da glicose fornece energia para a 
produção de ATP, A oxidação completa da glicose: 

C*HjO<, + 60* * GCO; + fvH_-0 

apresenta AC*" igual a -2JÍ4õkJ/mol- Eíie valor índica uma libe- 
ração de energia livre muito maior do que a energia que é neces- 
sária para a sinlese do ATP (50 a hOkJ/mol; veja Adendo 14-2). 
As células não convertem glicose em CO» por meio de uma úni- 
ca reação cum grande liberação de energia, mas sim por meio de 
urna série de reações controladas, algumas delas, reações de oxi- 
dação. À energia livre liberada nessas etapas de oxidação é da 
mesma ordem de grandeza da energia que é necessária para a 
síntese dc ATP a partir de ÀDP, com uma fração excedente. Os 
elétrons removidos nessas etapas dc oxidação são transferidos 
para coeniímas especializadas em transportar elétroni, tais como 
o NAD" e o FAD, apresentados a seguir. 


Poucos tipos de coe nz imas e proteínas atuam 
como transportadores universais de elétrons 

O grande número de enzimas que catalisam as oxidações celula- 
res direcionam os détrnm removidos de centenas de diferentes 
substrato* a apertas alguns poucos tipo* de transportadores uni- 
versais de déirons* A redução desses transportadores nos proces- 
sos catabolkos e responsável peta conservação da energia livre 
liberada pela oxidação dos substratos. Os nudeotideos NAD*. 
NADP 4 * F*MN e FAD são coezizimas hidrossolúvds que sofrem 
oxidações c reduções reversíveis em muitas das reações metabó- 
licas de transferência de elétrons. Os nudentideos NAD" e NADP 
movem -se facilmente de uma enzima para outra, enquanto os 
nudeotídeos de flavina FMN e FAD encontram-se fòrtemente 
ligados às enzimas, denominadas tlavoproteinas, atuando como 
grupos prostéticos, Quinonas solúveis cm lipídios, tais como 
ubíquinona e plastoquinona, atuam como carreadores de elétrons 
e doadores de prótons no meio não aquoso das membranas. Pro- 
teínas ferro -enxofre e atocromos, que possuem grupo í prostéti- 
005 fòrtemente ligadas, capazes de sofrer oxidação e redução re- 


vcrslveis* também atuam como carreadores de elétrons em diver- 
sas reações de oxidação- redução. Algumas dessas proteínas são 
solúveis em água* enquanto outras se encontram na periferia das 
membranas ou netas inseridas (veja Fig. 1 2- 11). 

fcsie capitulo será concluído com a descrição dc algumas 
características químicas das coem i mas nudeotideo t de algu- 
mas enzimas (desidrogenases e fWvoprtJteínas) que as utilizam. 
A química de oxidação-redução das qumonas, proteínas ferro- 
enxofre e otocromo® será discutida no Capitulo 19. 

NADH o NADPH atuam com desidrogena&es 
como transportadores de elétrons solúveis 

À nicoiinamida adenina dinudeolideo (NAD" em sua forma 
oxidada) e o seu análogo niconnamida adenina dinudeolideo 
fosfato (NADP 4 ) são formados por dois nudeotideos ligados 
por seus grupos fosfato por meio de uma Ligação fosfoanidrsdo 
(Fig. 14-15). Como o anel de nicotinamida lembra a píridina* 
esses compostos são algumas vezes denominados nucleotfdeos 
de piridína. A vitamina niacina é a fonte da porção nicol intimi- 
da nessas moléculas* 

Ambas as coenzimas sofrem redução reversível do anel ni- 
cotinamida (Fig* 14 - 15)* À medida que uma molécula de subs- 
trato sofre oxidação (desidrogenação), liberando dois átomos 
dc hidrogénio* a forma oxidada do núcleo tídeó (NAD* ou 
NADP' } recebe um ion hidreto (:H~* o equivalente a um próton 
e dois elétrons), sendo transformada na sua forma reduzida 
(NADH ou NADPH). O segundo próton removido do substra- 
to i liberado no solvente aquoso. A meia -reação para cada tipo 
dc nudeotideo é, portanto; 

NAD" * 2c +2H* — * !4A!>H + H* 

KADF +- 2t 4 2H' * NADPH + H 

A rcduçào do NAD’ ou NADP' converte o and benzenúidc da 
porção nicotinamida (com uma carga positiva lixada no anel de 
nitrogênio) à forma quinonóide (nitrogênio sem carga). Obser- 
ve que os nucleotideos reduzidos* mas não os oxidados, absor- 
vem luz em 340nm ( Fig. 14-1 5b). O sinal de adição nas abrevia- 
ções de NAD* e NADP' nâo indica a carga líquida dessas molé- 
culas (ambas sao carregadas negatlvamente), mas sim que o anel 
nicotinamida se encontra cm sua forma oxidada, com uma car- 
ga positiva no átomo de nitrogénio. Nas abreviações NADH e 
NADPH, o" H” indica o Ion hidreto adicionado. Para referir- se 
a esses nudeotideo* sem especificar os seus estados de oxidação* 
são utilizada* as abreviações NAD e NADP 

Na maioria dos tecidos* a concentração total de NAD* + 
NADH é em tomo de iO\VÍ, enquanto a de NADP 4 + NADPH 
í aproximadamente dez vezes inferior. Em muitas células e ted- 
dos, a razão NAD" ( oxidado UN A DH (reduzido) e elevada, fa- 
vorecendo assim a transferência do ion hidreto de um substra- 
to pam o NAD 4 formando NADH, Por outro lado, o NADPH 
(reduzido) gera! mente se encontra presenteem quantidades su- 
periores ás de sua forma oxidada* o NADP”, favorecendo a trans- 
ferência do ion hidreto do NADPH para o substrato* Isso reflete 
as funções metabólicas especializadas das duas coenzimas* ou 
seja. o NAD 1 atua em oxidações, geralmente associadas a pro- 
cessos catabólicos, enquanto o NADPH é utilizado em redu- 
ções, geral mente associadas a processos anabólicos. Poucas en- 
zimas conseguem utilizar ambas as coenzimas: a maioria delas 
revela uma forte preferência por uma em relação á outra. Essa 
especialização funcional possibilita que a célula mantenha dois 
con juntos distintos de transportadores de elétrons, com duas 
funções também distintas, presentes no mesmo compartimen- 
to celular. 
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Figura 14- 15 - NAD e NADP, (a) A nicotinamida a de nina dinudeotidea (NAD‘) e seu análogo fosfonlado, NADP 4 , sofrem redução a NADH e NADPH, 
respectiva mente, recebendo um Eon hidreto (dois elétrons e um próton) de um substrato oxidãuel. Õ ion hidreto é adicionado tanto ao lado anterior 
(o lado A) quanto ao lado posterior (o lado B) do anel plano da nicotinamida (veja Tabela 14-8). (b) O espectro de absorção de NAD 4 - e NADH na região 
do UV A redução do anel da nicotinamida dá origem a uma banda de absorção de lu z ampla, com pico em 340nm. A geração de NADH durante uma 
reação enzimàtica pode ser monitorada pelo aparecimento dessa banda; tjwe = e.íOOwMcm -1 . 


São conhecidas mais de 200 enzimas que catalisam reações 
nas quais NAD" (ou NADP + ) incorpora um ion hidreto a partir 
de um substrato reduzido, ou NADPH (ou NADH) doa um ion 
hidreto para um substrato oxidado. As reações gerais são 

AHj 4 NÀD f — 4 A + NADH 4 H 4 
A 4 NADPH 4 H ' * AH? + NADP" 

onde AH,, é o substrato reduzido,, e A, o substrato oxidado. En- 
zimas de&sc tipo constituem as oxidorredutases h também deno- 
minadas desidrogenase*. E J or exemplo, a álcool desidrogenase 
catalisa a primeira etapa no catabolismo do etanol, na qual ele ê 
oxidado a acetaldeído: 

CHjCHíOH 4 NAD 4 * CHOCHO 4 NADH t H 4 

Etanol Acetaldeído 

Observe que um dos átomos de carbono no etanol perde um 
hidrogênio, sendo o composto oxidado a aldeído (Fig. 14-13). 

Na redução do NAD 4 (ou NADP 4 }, o ion hidreto poderia, 
em principio, ser transferido para qualquer um dos lados do anel 
da nicotinamida; o lado anterior (A) ou o lado posterior (B), 
conforme representado na Figura 14-15, Estudos com substra- 
tos marcados isotopicamente demonstraram que as enzimas 
podem catalisar transferências do tipo A ou do tipo B, mas nun- 
ca ambas. For exemplo, a álcool desidrogenase de levedura e a 
lactato desidrogenase de coração de vertebrados transferem um 
ion hidreto para o (ou removem um ion hidreto do) lado A do 
anel da nicotinamida, sendo, portanto, classificadas como desi- 
drogenases do tipo A, distinguindo -se de um outro grupo de en- 
zimas que transferem um ion hidreto para o (ou removem um 
ion hidreto do) lado li do anel da nicotinamida (Tabela 14-8). 

A interação entre desidrogenase e NAD ou NADP é relativa - 
mente Fraca, de tal Forma que a coenzima se difunde facilmente 
de uma enzima para outra, atuando como um transportador 
hidrossolúvel de elétrons de um metabólito para outro, Por exem- 


Tabela 14-B - Estereoespecifictdade das desidrogenase* que utili- 
zam NAD* ou NADP* como coenzima* 


Especificidade 

estereoquimica 


Enzima 

Coeozíma 

para o anel da 
nicotinamida 
(A ou B) 

Isocitrato desidrogenase 

NAD 4 

A 

a-Cetoglutarato desidrogenase 

NAD* 

B 

Glk 05 Ç“ 5 -fQsfato desidrogenase 

NADP’ 

B 

Ma lato desidrogenase 

NAir 

A 

Glutanoato desidrogenase 

NAD 4 ou NADP* 

B 

G 1 içera ldeldo-3-f osfato 
desidrogenase 

NAD’ 

B 

Lactato desidrogenase 

NAD’ 

A 

Álcool desidrogenase 

NAD* 

A 


pio, na produção de álcool por fermentação da glicose por célu- 
las de levedura, um ion hidreto é removido do glioeraldeído-3- 
Fosfato pela gliccraldeido-3- fosfato desidrogenase, uma enzima 
do tipo B, e transferido para o NAD 4 . O NADH assim formado 
abandona a superfície da enzima difundindo-se para a álcool 
desidrogenase, uma enzima do tipo A, que transfere O ion hidre- 
to para o acetaldeído, produzindo etanol: 

( 1 j Glíceraldeido-3 -fosfato + NAD" - — * 

J-fcsfoglicerato 4 NADH 4 H’ 
{1} Acetaldeído 4 NADH + H f — -» ei*\\o] 4 NAD' 

Somatória: Glkeraldeido-3 -fosfato 4 acetaldeído *■ 

3-fosfogikerato 4 etanol 

Observe que na reação total não há produção ou consumo lí- 
quido de NAD + ou NADH; as coenzimas funcionam catalítica- 
mente, sendo repetidamente recicladas sem que o somatório de 
suas concentrações (NAD 1- -l- NADH) sofra alteração. 
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Nudeotídeos de fia vi na são 
forte mente ligados a flavo proteínas 

As flavoproteínas (Tabela 14-9) são enzimas que catalisam rea- 
ções de oxidação- redução utilizando tanto flavina mononudeo- 
tideo (FMN) quanto flavina adenina dimideotídeo ( KA D) como 
coenzimas (Fig. 14-16). Essas coenzimas são derivadas da vita- 
mina riboflavina. A estrutura em anel Fundido dos nudeotídeos 
de flavina (o anel isoaloxazina) sofre redução reversível, incor- 
porando a partir de um substrato reduzido um ou dois elétrons 
na forma de um ou dois átomos de hidrogênio (1 elétron +■ 1 
próton). As formas totalmente reduzidas são representadas por 
FAPHj e FMNHa. Quando um nudeotídeo de flavina totalmente 
oxidado incorpora somente um elétron (um átomo de hidrogê- 
nio), a forma sem iquí nona do anel isoaloxazina (FÀDH + e 
FMNH') é produzida. Como as flavoprotelnas podem partici- 
par da transferênda tanto de um quanto de dois elétrons, a di- 
versidade de reações nas quais essa classe de proteínas está en- 
volvida é maior do que a das desidrogenases ligadas a nudeotí- 
deos de piridina. 


Tabela 14-9 - Algumas enzimas (flavoproteínas) que utilizam co 
enzimas flavina nudeotídeo 


Enzima 

Flavina n ucleotldeo 

Acil-CoA graxo desidrogenase 

FAD 

Diidrolipoil desidrogenase 

FAD 

Succinato desidrogenase 

FAD 

Gliçerol-3-fusfatü desidrogenase 

FAD 

Tioredoxina reduta* 

FAD 

NADH desidrogenase (complexo 1) 

FMN 

Glicoteto desidrogenase 

FMN 


Assim como as coenzimas de nicotinamída {Fig. 34-15), a 
redução dos nudeotídeos de flavina é acompanhada por um des- 
locamento na sua principal faixa de absorção de luz. Assim, as 
flavoproteínas oxidadas geral mente apresentam um pico de ab- 
sorção máxima em comprimentos de onda próximos a 570nm; 
quando reduzidas, esse pico é deslocado para aproximadamente 
450nm, Essa característica pode ser útil no monitoramento de 
reações envolvendo uma flavoproteína. 

Na maioria das flavoproteínas, o nudeotídeo de flavina en- 
contra-se fortemente ligado à proteína e, em algumas enzimas 
como a suocinato desidrogenase, a ligação é covaJcnte. Essas oo- 
enzimas fortemente ligadas são apropriadamente denominadas 
grupos prostéticos, Elas não transferem elétrons difundindo-se 
de uma enzima para outra, mas sim favorecem a retenção tem- 
porária dos elétrons pelas flavoproteínas enquanto a transfe- 
rência deles de um substrato reduzida para um receptor de elé- 
trons é catalisada. Uma característica importante das flavopro- 
teinas é a variabilidade no potencial de redução padrão do 
nudeotídeo de flavina ligado a elas. A forte interação entre a 
enzima e o grupo prostétito confere ao anel de flavina poten- 
ciais de redução diferenciados em função de cada flavoproteína 
especifica, algumas vezes muito diferentes do potencial de re- 
dução do nudeotídeo de flavina livre. O FAD ligado à succinatü 
desidrogenase, por exemplo, possui E 10 próximo a 0 T 0V, enquan- 
to o FAD livre possui E™ igual a -0,2 1 9 V. As flavoproteínas são, 
em geral, muito complexas; algumas possuem, além do nudeotí- 
deo de flavina, lons inorgânicos for temente ligados (ferro ou 
molibdênio, por exemplo) com uma participação efetiva na trans- 
ferência dos elétrons. 


.ir:l ÍHrinlHJxn7.infl 



Flavina adenina dl nudeotídeo (FAD) 
e flavina mononucleotídeo (FMN) 


H' +i? 





R H 

FADHj (FMNHi) 
(totalmente reduzido) 


Figura Í4-16 - Estruturas das formas oxidada e reduzida de FAD e FMN. Esta figura mostra a estrutura do FAD (oxidado), cuja parte 
superior à linha tracejada corresponde ao FMN. Os nucteótldeos de flavina recebem dois átomos de hidrogênio (dois elétrons e dois prótons); 
ambos aparecem no sistema em anel da flavina. Quando FAD e FMN necebem apenas um átomo de hidrogênio,, forma-se a semiquinona, um 
radicai livre estável. 
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Resumo 


As células vivas cnnsi jnicmenlr realizam trabalho, 
necessitando Jc energia para a manutenção de es- 
I rui uras aJtamenic organizadas, síntese de compo- 
nentes celulares, radiraçào de movimento, geraçào 
de correntes elétricas e produção de luz. além de 
uma variedade de ouirtú processos. Biocnergética é 
o estudo quantitativo da reiação de energia e sua 
conversão nos sistemas biológicos. As transforma- 
ções de energia biológica obedecem às leis da ter- 
mod tnãm ica. Todas as reações químicas do infiuen- 
ciadas por duas forças; a Tendência para atingir □ 
estado de ligado mais estavd (para o qual a euial- 
pía. H t é a expressão pertinente) e a tendência para 
atingir o mais elevado grau de desordem, expresso 
como entropia, S. A força propulsora da reação é a 
variação de energia livre. AG, que multa desses dois 
fatores: AG = AH - T A$. As células necessitam de 
fomes de energia Livre para realizar trabalho. 

A variação de energia livre padrão, A(7*\ é a cons- 
tante física característica de uma determinada rea- 
ção. podendo ser calculada a partir da constante de 
equilíbrio desta reação: AG' 11 = -RT In A varia- 
ção de energia livre reaJ, AG, é uma variável depen- 
dente de AG ru , além das concentrações de reagentes 
e produtos: AG = A Í7 HH + RT In ( (produtos j/[ rea- 
gem es])- Quando ü valor de AG é alto e negativo, a 
reação tende a ocorrer no sentido direto; quando 
ele é alto e positivo, a reação tende a ocorrer no 
sentido inverso; quando AG = 0, o sistema encon- 
tra-se em equilíbrio. A variação dr energia livre para 
uma reação é independente da via pela qual ela 
ocorre. As variações de energia livre são aditivas. 
Assim, a reação química resultante de reações su- 
cessivas que compartilham um intermediário co- 
mum apresenta variação de energia livre total cor- 
respondente au somatório dos valores de AG das 
rráçúei individuais. 

O ATP estabelece a ligação química entre cata- 
bolismo e anabolismo, correspondendo á "moeda* 
de energia das células vivas. Sua conversão exergò- 
nica em ADP e P„ ou em AMP e PP* está acoplada a 
um grande número de reações e processes ender- 
gònicus. Em geral, não é a hidrólise do ATP, mas 
sim a transferência de um grupo fosforíL pirofosfo- 
rd ou adenilil do ATP para uma molécula de subs- 
trato ou enzima que acopla a energia da quebra do 
ATP a transformações endergóflicas de substrato*. 


Por meio dessas reações de transferénda de grupo, 
o ATP fornece energia para as reações anabólkas, 
incluindo a síntese de moléculas mfnrmariortais, e 
para o transporte de moléculas c kms através de 
membranas* contra gradientes de concentração e de 
potencial elétrica. A contração muscular é uma das 
muitas exceções a essa generalização; as alterações 
oEMifomiacionais que produzem a contração muscu- 
lar são induzidas direi amentr pela hidrólise do ATP. 

As células possuem outros mctabohlos com ener- 
gia livre de hidrólise devida e negativa, incluindo 
fosfoenolpiruvato. 1,3-difnsfnglkeTato e fbsfbcrea- 
tiiwL Esses compostos de alta energia, como o ATP, 
possuem um alio potencial de transferência de gru- 
pos fosfonl, ou seja, ela são bons doadores de gru- 
pos fosforiL Os tioésteres também apresentam alta 
energia livre de hidrólise. 

As reações de oxidação- redução biológicas po- 
dem ser descritas em termos de duas meias-reações* 
cada uma delas com um potencial de redução ca- 
racterístico, E m . Quando duas meias-células eletro- 
quí micas, cada umâ contendo os componentes de 
uma mciia-rçaçáü, sào conectadas, os elétrons ten- 
dem a fluir para a mcin-célula com o maior poten- 
cial de redução, Fssa tendência é proporcionai â di- 
ferença entre os dois potenciais de redução (M), 
uma função das concentrações das espécies oxida- 
das e reduzidas. A variação de energia livre padrão 
para uma reação de oxidação-redução é díretamente 
proporcional ã diferença nos potenciais de reduçào- 
padrão das duas meias-células: AG** = -nJ AF°. 

Muitas reações de oxidação biológica são desi- 
drogenações nas quais um ou dois átomos de hi- 
drogênio ( débón + próton) são transferidos de um 
substrato para um receptor de hidrogénio. Reações 
de oxidação-redução nas células envolvem Transpor - 
tadoresdeelélronsapecialLrados. NAD e NADP são 
as coenzima* bvremente difusíveü de muitas desi- 
drogenascs. Tanto NAD’ como NADP' recebem 
dois elétrons e um próton. Os nudeotideus de fla- 
vina, FÀD e FMN. atuam como grupos prostétioes 
fartemenle ligados das flavo proteínas; eles podem 
receber um ou dois elétron*. Em muitos organis- 
mos, o processo cent ral de conservação de energia é 
a oxidação gradual da gjitoce a CO?. Parte da ener- 
gia da oxidação é conservada na forma de ATP ã 
medida que elétrons são transferidos ao Q*. 
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Problemas 


[. Varyfeçõet na eniropta durtnle o dcwrwtilvimenlo do 
ovo. Considere um iktnm compreendido por um ovo 
em uma incubadora. A gema e a clara do ovo contem 
proteínas» carboidratoa e bpldMW. Uma ver fertilizado, o 
ovo evoiiii de uma única, eduia para um com- 

ptno. Aborde «se processo irmenlrrl rtn termos de 
vamçòes na entropia em rel*»Jo ao sistema, ao ambien- 
te e ao universo. <; £ neoeuária uitu definição dara dos 
conceitos de sistema e ambiente 9 
1 Calculo de AG' a parúr das constante» de equilíbrio 
Calcule as variações de energu livre padrão para as se- 
guintes reações metabolKJ mente importantes» catalisa- 
das por enzimas a 25*C. pK 7j9, a partir de sua» constan- 
tes de equibbno: 

la] Glutanuto - oaaloacrtalo ;■ — * 

asparüfo + acrTogluiaraiu = 6,8 

Irttrtí JúÉtStü 

innmriatr . 

(b) Diidromcetona fosfalo * — 

gliceraideldo l-ltwilato - 0,0475 

redwffUlíHjuilwe,. 

(c) Frutoíe-6-fostíit(> + AIP . ^ 

firutose^ó-difoifato + AUP IC^ = 254 

3, Cálculo das constantes dc equilíbrio a partir de AC r,t . 
Calcule as constantes dc equÜtbrlo, paru cada uma 
das seguintes reações cm pH 7.0, a 2? Ü C, utilizando os 
valores de AC 0 apresentados na Tabela 14-4: 

„ alKuw-fl ■ [uiAuur 

(*) Gbcose-6-fosfato + Hjp ■ 


<bí Lactose + HUI ^ ytfcfafHttcr . 

glicose + gaiactose 

4 c) Makto ■ lumarato - H A í 

4. Determ: nação experimenul da JT n e AG”, Sc uma so- 
lução dc glicose- 1-fcsfitP 0,lM e incubada com unu 
quantidade alalllica de fosfoglicumutase. a glkose-1- 
fostJto é transformada, em gBcosc-b-fnsfiio. No estado 
de cquikb no. n oemcrmraçAes cko çompooentcs da rea- 
ção são as scçuErtfcx 

Glicose - 1 tovfaio _ glicose-b-fosfoio 
< s ■ 10 "M ** * 10'-M 

Calcule a e 34/^ para efla reação a 25 ri C 

5, Determinação experimental de AG"* par» a hidrólise 
do ATP, A determinação dima da variação de energia 
livre padrão associada à hidrólise do ATP c dificultada 
devido á ínfima quantidade de ATP remanescente no 
estado dc equilíbrio, Entretanto, o valor de AÍT* pode 
ser calculado indiretamenle a partir das constantes dc 
equilíbrio, menos iiivoríveis, de duas outras reações en- 
aimáticàs: 

Glko«-6*fusfatü ■+ HjO * glicose + P, 

^ = 270 

ATP - glicose — — » ADP t glicuse-b- fosfato 

K'^ = 89C 

A partir dessas informações, calcule a energia livre pa- 
drão dc hidròLise do ATP 4 25“C 
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6. Diferença entre Aí?° e AG, Considere n seguinte inter- 
convcrsão que ocurre na gliçõüre 4 Capitulo 15): 

Frutose-õ- fosfato ^ * glicose-lS-fmfilo 

^ = 1,97 

(a) Qual é is valor de MT 1 " par# a re*çfo, artumíiufo- 
se que a lensperaluri é 25*12 

íb) Sc a oóflreiMraçia de lnitme-6 fcnfaiu for apura- 
da para I3M c a de glicoieã foifaio par* (L5M. qual será 
o «for dc AG? 

(c) Pw que AÍT“ fiíímj diírtmio’ 

7. Deper.dár.ci* de AG «n relação k> pH . Sob condiçúes- 
padrJti, em p H 7 h 0, j energia itvrt liberada peta h idrólise 
sky ATP é -JÍX5kl/iiMíL Se o ATT for hkfrotiudo sob du- 
diçte-padráa, porém em pH 5 A harerá tnuai chi me- 
nor liberação dc energia Evre? Por qué* 

B. O valor de MT* para reações «copiadas. A glicose- 1- 
íosfjlo e coavertida cm frutme-fi 4>^lo por meio de duas 
reações sucessivas; 

Glicose- L-fosfjlo * glicose -b- fosfato 

GSkdse-b-fbsfsio * ímtoscTP fosfato 

Usando os valores át MT* apresemadns na Tabela 14-4 
calcule a constante de equilforfo, para o somatório 
dss duas reações. a 25“Cí 

GKcore-1 -fosfato * frutoüo-íi -fosfato 

9, Estratégia para contornar um* rençáo desfavorável: 
acoplamento químico dependente de ÀTP. A fosforilação 
iii glicose a glicose -6- fosfato t a etapa iniciai do catabo- 
lismo da glicose. A fcisforilaçáo direta da glicose por F, é 
descrita pela equação 

Glicose + Pi — * glícose-á-fosfaiu + HjO 

ACT" - I Jf-SlcJ^mol 

(a) Calcule a constante de equilíbrio pira a reação 
acima. Em hepatócito de raio h u coiweni rações fisiológi- 
cas de glicose e P, sáa mamixU* em aproximadamente 
4.8mM„ Qual t a coítóemraçáo de equilíbrio da gJkate- 
6- fosfato obtida por meio de foaforikçAo direta da glico- 
se pw P 3 ? Seria esaa reação uma via nvuhoiki mzoávd 
para o catabolismo da gjlioose^ Explique. 

(b) Ao menu* em principio, uma forma de aumcriiair 
a concentração de glicnre-fc-íiMJêip conustr em dcsloc*T 
o equiiibrio da reação par* * direita, por meio dc au- 
mento na» concentmçAet intracelulares dc gjtkosc c P r 
bupondo-se uma concentração dc P, igual a 4.ímM, a 
que valor dor ser lurocuud* * concentração de glicose 
intracelular para obter-se uma concentração dc equilí- 
brio da glicMc-b-fiMiaio igual * i50uM (concentração 
fuiofogra normal)? Sabendo - se que a mfobilidide mi- 
niru da gbcosc í infeior a 1M, aeria e»a tentairi* fofo- 
lopcamciitc r*zuiwi7 

(d A fosforüaçãa d* gbcaie n* célula í «copiada i bi- 
drúlix do ATP, isto é, pane da energia lore de hidrólbc do 
ATP é utilizada na fosforiUção endcrgfrnica da glicose 

íl) Glicose + P, * gluiuse -6- fosfatei + HjO 

òfj* * njU/mol 

(21 ÀTP + HjO — * ADP + P t 

AC* = -3Q,5kJ/mcl 

Somatório-, Glicose + ATP * 

glicore-ó- fosfato f ADP 

Calcule a tf**, para a reaçàü totdl, Par* * fosfor ilação da 
glicose dependente de ATP, qual é a çtmcentraçáo de gli- 
cose necessária para obter-se uma concentração intrace- 
lular de glicose- 6-fòsfato igual a ISüpM, supondo-se que 
as concentrações de ATP e ADP uo iguais a 3.3B e 
],32mM, respectivamente? Essç processo de acoplamen- 
to representa, ao menos em principio, uma via factível 
para a fosforüaçào da glicose nu condições em que ela 
ocorre na cálida? Explique. 


(d) Embora o acoplamento da hidrólise do ATP â fos- 
forilaçao da glicose seja temiodinamicamcnTc vüvd, b for- 
ma cnmo ele ocorre ainda nào i conhecida- Desde que o 
acoplamento requer um inlmnnlíáriD comum, uma via 
concebível sem * uiiliz*ção d* hidiblwc do ATP parti au- 
mentar a concentração intracelular de P 3 . promovendo, 
assim, a foffotilaçio drifavoravd d* glicose por P- Seria 
çsu um* via raxthivd? (Leve em conudetação os produt» 
dc mlidnlidade dm imcmtcdiário» meubdlkos.} 

(el A focfotilaçio da glkcw acoplada ao ATP no hc- 
poiòdto è caiatiiada pela gltcoquinase- A rnrima liga ATP 
e glicose, formando um çompkxo gbcux ATP-cnzmti, ç 
o grupo fosforil é tranaforido á imamenie do ATP para a 
glicose. Expbque u vantagens des» ria, 

10- Câknfo de AG™ p*fã reações acopladas » ATP- A 
purtir dm dados da Tabela IH calculr o valor de AG™ 
para as f^úa 

(a) Fosfocreatfoa + ADP — * crcatir» + ATP 

(b) ATP + <ru*me * ADP + frutewe-b- fosfato 

11, AcDpliiTifnta da liklrõlue do ATP a uma reação des- 
favrjravd. Para avaliar « conseqUéncus do acopíairtenlo 
da hidrólise do ATP a uma reação bioquímica termodt- 
namicBTnente dcifavoriveL wb condiçõw fisiológicas, 
considere a iianiformação hipotética X -* Y T para a qual 
AG"' = ZOkf/mol, 

(a) Qual to vatur de [Yf/|X] na estado de equilíbrio? 

(b) Considere que X e Y participam de uma seqüência 
de reações que incluí a hidrõline do ATP a ADP e P L . A 
reação total è 

X t ATP + HjO * Y + ADP + P; 

Calcule [Y]/[X] para a reação no estado de equilíbrio, 
assumindo que a* concentrações de ATP, ADP e P, são 
todas iguais * l M quando il reação se encontra no estado 
de equilíbrio, 

■fc) Sabe-se que em condições fisiológicas as concen- 
trações dc iATPj, JADP] e l|P É ] fido sio iguais a 1M. As- 
sim, calcule jY|/]Xj para a resçãe acoplada quando as 
concentrações dc jATP). [ADP| e |Pj forem iguais as 
encontrada» em itiifoio de ralo (Tabela 14-5). 


12, Cákulo de AG cm «mcenl rações ÍUiotógKas. Calcule 
o valor ftwologM» de Y- (não MT*) para a reação 

Fosfoçreaitru + ADP * creatuia * ATP 

* 25^ oa forma coo» eU ocorre no cilosol d» anmV- 
Eiioi, no qual u concentrações de fosfocrerima, colina. 
ADP e ATP São 4.7mM, LQmM. 0v73mM e 2,6mM. ^ 
pectivamesie. 


I3l Energia frrre nrceuaj-u pari suitese de AT? sob con- 
dição fafoJúgicajL No cvtoaol de hcfHtòcifo de rato, pode- 
ÍC observar a aeguime ruão: 


IAT?| 

|ADP||PJ 


= 5Jd * ICPM-' 


Calcule a energia livre nereasári* para sintetizar ATP nes- 
sa* condições. 


14 Utilização diária de AT? por indiriduos adultas. 

{*) Um talai de 30,5k|/mol de energia livre è necessá- 
rio para a síntese de ATP ■ partir de ADP e P, quando 
reagentes e produtos estão presentes em concentrações 
iguais 2 I M (candiçáu -padrão}. Como as concentrações 
flsioLõglcas dessas substãndao tias células não são iguais 
a 1M, a energia livre necessária para sintetizar ATP sob 
condições fisiológicas t diferente de AG' 0 . Calcule a ener- 
gia livre necessária purii .i síntese do ATP em hepatõeito 
humano, em que as conccnl rações fisiológicas de ATP. ADP 
e Pj são 3,5mM. l,50mM e SflieM, respectivamente. 

ib) Um adulto rormil de &Sl(g ( 1501b) precisa inge- 
rir alimentos que lhe forneçam 2.DG0kcal (S.J&OitJ) du- 
rante um período de 24 horas, Eues alimentos são mr- 
Labolizados, c a energia livre é utüíuda para sintetizar 


ÀTP para a realização de trabalho químico e mecânico. 
Assumindo que a eficiência da conversão da energia dos 
alimentas em ATR é de 50%, calcule ■ musa de ATP 
necessária a um indivíduo adulto durante um período 
de 24 horas. Que porcentagem da mus* corporal esse 
valor representa? 

(c) Embora individum adultos sintetizem diariamen- 
le grandes quantidades de ATR a sua massa corporal, 
estrutura e composição itao variam ugnificitivãfnente 
durante o mesmo pertodu. Explique essa aparente coo 
tradição. 

15. Taxas de rrridigrm do» («íiim)r p do ATP Se uma 
pequena quantidade de ATP marcado cotn fesforo ridi o- 
ath® na posição terminal [y-*P]ATP i adicionada a um 
extrato de Levedura* aproximadamente metade da radio- 
atividade do K P é encontrada no P. apôs alguns poucos 
minutos, mas a concentração de ATP muMém-ie uuJte- 
rada. Expbque. Se o mesmo experimento í realizado com 
o ATP marcado com K P ru pcniçáo central, IP-^lATP, 
isso não ocorre, ao menos dentro de um curto período. 
Por quê? 

UL Quebra do ATP em ÀMP t PP, durante o metabolis- 
mo. A síntese da forma alivada do acetato, a acelil-CoA, 
é um processo dependente de ATP: 

Acetato + CoA 4 ATP — acelil-CoA + AMP + PP, 

(a) O valor dc AG' V para a hidrólise de acedi -CoA cm 
acetato e CoA i -32,2kJ/mo] e |iara a hidrólise do ATP 
cm AMR c PP; É -30,5k|/md. Calcule o valor de ACT 
para a síntese dc acctil-CoA dependente de ATP. 

(b) Quase todas as células cométn a enzima pirofoa- 
fatase inorgânica, que catalisa a hidróliae do PPj cm Pj. 
Qual é o efeito dessa enzima sobre a síntese de acetil- 
CoÀ? Explique. 

17 Energia para o bombea mento de HL As células parie- 
tais de revestimento do estômago contêm “bombas" de 
membrana que transportam loni hidrogénio do cítosoi 
dessas células tpH 7,0) para o estômago, contribuindo 
com a aridez do suco glslrtco IpH E ,01 Calcule a energia 
livre necessária para transportar ' mui de Loa hidrogénio 
por meio dessas ‘"bombas" (Sugestão: veia Capitulo 13.) 
Considere a temperatura como sendo 2S°C. 

:S. fa mvãw dc rrdjçiD p«Jrio. O potencial de redu- 
ção padrão, PLde qualquer par redox * definido para a 
reação da mria-cfluLi: 

Agente oxidinte + n elétron — * agente redutor 

Os valores de E~° para os pares redox coniugados NAD/ 
NADH e píruTOtoÀactito são iguais a -OJT <■ -0, 19V, res- 


U) Qual desses pares conjugados apresenta a maior 
tendência em perder elétrons? Explique. 

(b) Qual ê o agente oxida nte mais forte? Explique, 
fc) [nieiafido-se com reagentes e produtos em ídíih 
ceri trações iguais j IM e em pH 7,0, em qual sentida iri 
ocorrer a seguinte reação? 

Piruvato -I- NADH + H* lactato + NAD* 

(d) Qual é a var^Ju de energia livre padrão a 

25*C pira a conversão do pir uvatn em lactato? 

|e) Qual é a constante de equdÉmo I.A% ) desta -ação? 

19. Extensão da energia na cadeia respiratória. Pode-se 
representar a transferência de riéfroos na cadeia respira- 
tória mitócondról como se segue: 

NADH + W + HjO + NAD* 

ía) Calcule AT' para a roção liquida de Trar.Serèn- 
da de elétrons peia* mflocOndri». 

( b ) Calcule AC* para a mama reação, 

(c) Quantas moléculas de ATR podem, reuróeftvnar, 
ser geradas por esta reação, considerando-se que a a» a- 
füa bvre para sinletc dr ATR ru* condições celulares pa- 
drão é 52k|/mol? 

20. Dependência da força elelromoiiv* com relação is 
concentrações. Calcule ■ força elelromotiva (em volt») 
registrada por um elétrodo mergulhado em uma solução 
contendo as seguintes misturas de NAD + e NADH, em 
pH 7,0, a 25 n C, com referência a uma meia-célula de E“ 
= 0,0QV. 

{a} l,0mM NAD 1 t lOmM NADH 
íb} U>mM NAD + c l.OmM NADH 
íc) lOinM NAD' i LOmM NADH 

21. Afinidade dos composto* por elétrons, Faça uma re- 
lação das seguintes substâncias, em ordem, crescente de 
tendência em receber elétrons: (a] a-celoglutarato 4 CCh 
(liberando isc citrato); (b) uxuloacetato; (c) Q^ (d) 
NÀDPL 

22. Sentido das reações de o xidaçáo- redução Das reações 
a seguir, quais se espera que possam acorrer no sentido 
apresentado, sob condições- padrão, assumindo-se a pre- 
sença das fiuinui apropriadas paia calalisá-las? 

(aj) Mala Lu + NAD' ► Maloacetiio + NADH + H* 

lb) Aceioacetato r NADH * H" - — * 

P -hidroxivuliraio + NAD' 
[cl pLruvzto + NADH + H' - — * lactato 4 NAD + 

(d) Piruvato + ^hidradbutinto ► 

lactato + acetoaortato 

<e) Maiato + piruvato * oxaioaoetato + betató 

íf) Acetakfc-kJn + succinal» ^ etanoi * fumarato 
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CAPÍTULO 15 


A Glicólise e o Catabolismo das Hexoses 


À d - glicose ê o principal combustível da maioria dos organis- 
mos e ocupa uma posição central no metabolismo. Ela é relatí- 
vamente rica em energia potencial; a soa oxidação completa até 
dióxido de carbono e água ocorre com uma variação da energia 
livre padrão de -2.B40kJ/moh Por meio do armazenamento da 
glicose como um polímero de massa molecular alta, a célula pode 
acumular grandes quantidades de unidades de hexose, enquan- 
to mantém uma osmolaridade dtosólica relativamente baixa. 
Quando as demandas energéticas aumentam subitamente, a gli- 
cose pode ser liberada rapidamente desses polímeros de arma- 
zenamento intracelulares e ser empregada para produzir ATP de 
maneira aeróbica ou anaeróbica. 

A glicose não é apenas um excelente combustível, é também 
um precursor admiravelmente versátil, capaz de suprir uma vasta 
gama de intermediários metabólicos que são os materiais pri- 
mários necessários para as reações biossintéticas. A partir da gli- 
cose, a Esdierkhifí coli pode obter os esqueletos carbônicos para 
cada um dos seus amínoácídos, nudeotídeos, coenzimas, ácidos 
graxos e outros intermediários metabólicos necessários para o 
seu crescimento e multiplicação. Um estudo completo dos nu- 
merosos destinos metabólicos da glicose abrangeria centenas, 
ou mesmo milhares, de transformações químicas. Nos vegetais 
superiores e nos animais, a glicose tem três destinos principais: 
pode ser armazenada (como um poltssacarídeo ou como saca- 
rose), ser oxidada a compostos de três átomos de carbono (pi- 
ruvatu), por meio da glicólise, ou ser oxidada a pen toses, por 
meio das pentoses fosfato (fosfogüconato) (Fig. 15-1). 


Glkogênich, amido, sacarose 

t 

| GlicosT] 

oxidação pd-i via oxidação pela vm 

lLih pelHosC* foifalO kSL gILcüittka 

w \ 

Ribose- 5 -fosfato Pínivato 


Figura 15-1 - As vias principais de utilização da glicose nas células 
dos vegetais superiores e dos animais. Embora não sejam os únicos 
destinos possíveis da glicose, essas três vias são, na maioria das células, as 
mais significativas em termos da quantidade de glicose que flui através 
delas. 

Fste capítulo começa com ã descrição das reações individuais 
que constituem a via glicolítiea e das enzimas que as catalisam. 
Logo após, consideraremos a fermentação da glicose, ou seja, a 
operação da via glicolítiea em condições anaeróbkas. As fontes 


de unidades de glicose para a glicólise são muitas e diferentes, e 
a seguir descreveremos as vias que trazem átomos de carbono 
para a glicólise, a partir de hexoses outras que não a glicose e a 
partir de dissacarídeos e políssacarídeos. Como todas as vias 
metabólicas, a glicólise está sob rígida regulação. Discutiremos 
os princípios gerais da regulação metabólica e, então, ilustrare- 
mos esses princípios com a via glicolítiea. Este capítulo conclui 
com uma breve descrição de duas outras vias catabólicas que se 
iniciam com a glicose: uma levando às pentoses. 

Glicólise 

Na glicólise (do grego glykys, que significa “doce", e tysis> que 
significa “quebra"), uma molécula de glicose é degradada em uma 
série de reações catalisadas por enzimas para liberar duas molé- 
culas do composto piruvato, contendo cada uma delas três áto- 
mos de carbono. Durante as reações sequenciais da glicólise, parte 
da energia livre liberada da glicose é conservada na forma de 
ATP e de NADH. A glicólise foi a primeira via metabólica a ser 
elucidada t é provável que, atualmente, seja a mais bem entendi- 
da. Desde a descoberta de Eduard Büchner (em 1897) da fer- 
mentação que ocorre em extratos de células rompidas de leve- 
dura até o reconhecimento claro por Fritz Lípmann e Herman 
Kalckar (em 1941) do papel metabólico dos compostos de alta 
energia como o ATP, as reações da glicólise em extratos de leve- 
dura e de músculo foram o centro da pesquisa bioquímica. O 
desenvolvimento dos métodos de purificação de enzimas, a des- 
coberta e o reconhecimento da importância de coenzimas como 
o NAD e a descoberta do papel metabólico polivalente do ATP e 
de outros compostos fosforilados vieram, todos, de estudos so- 
bre a glicólise. Atualmente, as enzimas da glicólise de muitos 
organismos já Foram cuidadosa mente purificadas e estudadas. 



Herman Kalckar 
(1908-1991) 


410 


A glicólise é uirw via centrd quase universal do cat abolísmo 
da glicose. É a via através da qual, na maioria das células, ocorre 
o maior fluxo de carbono. Em certo* tecidos e tipos cdulares de 
mamíferos f eritrócito*, medula renal, cérebro e esperma, por 
exemplo ! , a glicose, por meio da glicól tsc, é a única fonte de ener ■ 
gia metabólica. Alguns tecidos vegetais que são modificadas para 
o armazenamento de amido, como os tubérculos da batata, e 
alguns vegetais adaptados para crescer em áreas regularmente 
inundadas pela água (agrião, por exemplo) derivam a maior parte 
de sua energia da glicólise; muitos típns de microrganismos anae- 
róbicos são inteira meti te dependentes da glicólise. 

Fermentação e um termo geral que denota a degradação 
anaeràbieji da glicose ou de outros nutrientes orgânico* em vá- 
rka produtos (característicos para os diferentes organismos) para 
obtet energia conservada na forma de ATP. A quebra anaeróbica 
da glicose é, provavelmente, o mais antigo mecanismo biológi- 
co para obtenção de energia a partir de moléculas orgânicas 
combustíveis, já que os organismos vivos apareceram primei- 
ro em uma atmosfera destituída de oxigénio. No curso da evo- 
lução, essa sequência de reações foi completamente conserva- 
da; as enzimas glicottticas dos animais vertebrados são muito 
semelhantes na seqüência de aminoácidos e na estrutura tridi- 
mensional ás enzimas homólogas na levedura e no espinafre. 
O processo da glicólise difere de uma espécie para outra ape- 
nas em detalhes da sua regulação c no destino metabólico sub- 
sequente dó piruvato formada. Os princípios termodinimicos e 
os tipos de mecanismos reguladores ru glicólise são encontra- 
dos em todas as vias do metabolismo cdular. Um estudo da gii- 
cólise pode servir como modelo para muitos aspectos das vias 
que serão discutidas neste livro. 

Antes de estudarmos cada passo da via em detalhe, vamos 
examinar a glicólise como um todo. 

Uma Vlsáo geral: a glicólise possui duas fases 

A glicose tem seis átomos de carbono e sua divisão em duas 
moléculas de piruvaio* cada uma com tré* átomos de carbono, 
ocorre em uma seqüénda de 10 passos, «t cinco primeiros com 
titurm a fase prepamíórüi (Fig. 15-2aj. Nessas reações, a glicose 
é mkialmente fos for dada no grupo hidroxik em C-Ó (passo 
(D), A D-glkose -6 -fosfato assim formada é convertida em l> 
ftuto&e-ó- fosfato (passo Q)) r a qual é novamente fosforibda, 
dessa vez em C- 1, para liberar D-írutose-Ló-bifosfato (passo 
(D), O ATP é o doador de fosfato nas duas fosforilações, Como 
todos os derivados dos açúcares que ocorrem na via glícoiítica 
são os isàmeros D, omitiremos a designação D, exceto quando 
desejarmos enfatizar sua estereoqulmica, 

À seguir.a frutose- l ,6- bifbsfã to é quebrada para liberar duas 
moléculas com três carbonos, a diidroxiacetona fosfato e o gli- 
cer aldeído- 3 -fosfato (passo (4)); esse t o passo em que ocorre a 
“lyiiT que dá o nome ao processo. A diidroxiacetona fosfato é 
isomerizada em uma segunda molécula de gi íceraldcido 3- íos 
falo (passo (?)}. e com isso termina a primeira fase da glicólise. 
Note que duas moléculas de ATP precisam ser investidas para 
ativar, ou iniciar, a molécula de glicose para a sua quebra em 
duas partes com tris carbonos; haverá, depois, um retorno po- 
sitivo para esse investimento. Resumindo; na fase preparatória 
da glicólise, a energia do ATP é investida, aumentando o con- 
teúdo de energia livre dos intermediários, e as cadeias carbóni- 
cas de todas as hexoses metabolízadas são convertidas em um 
produto comum, o glkcr aldeído- 3-fosfato. 


O ganho energético provém da fase d* pagamento da glicóli- 
se (Fig. 15-2b). Cada molécula de gliceraIdeÍdo-3-fosfato é oxi- 
dada e fo&forilad? por fosfato inorgânico ( não pdo ATP} para 
formar 1 3-bifbsfoglkefato (passo A liberação dc energia 

ocorre quando as duas moléculas de 13-bifosfogJicerato são 
convertidas em duas moléculas de paruvaio (passos (7) a (J|T A 
maior parle dessa energia é conservada pela Fosforilação acopla- 
da de quatro moléculas de ÁDP para ATP. O produto líquido 
sáo duas moléculas de ATP por molécula de glicose empregada, 
uma vez que duas moléculas de ATP foram investidas na fase 
preparatória da glicólise. À energia também é conservada na fase 
de pagamento na formação de duas moléculas de NAE>H por 
molécula de glkose. 

Nas reações seqüenciais da glicólise, três tipos de transfor- 
mações químicas são partkukrmenle notáreis; (1) rompimen- 
to do esqueleto carbónico da glicose para produzir piruvato; (2) 
fosforilação de A DP para ATP pelos compostos de fosfato de 
alta energia formados durante a glicólise. e (3) a transferência 
de um íon hidreto com seus elétrons para o NAD\ formando 
NA PH. O destino dn produto, o piruvato, depende do tipo de 
célula e das circunstâncias metabólicas. 

O#«tinos do piruvato. À exceção de interessantes variações 
encontrada* entre as bactérias, o piruvato formado pela glicólí- 
sc pode tomar três rotas catabólicas alternativas. Nos organis- 
mos aeróbicos, ou teddos sob condições aerobkas, a ghcóJuc 
constitui apenas o primeiro estágio da degradação completa da 
glicose í Fig. 15-3). O piruvato é oxidado, com penda do seu gru- 
po carboxila como CO-, para liberar o grupo acetüa da acetil- 
cocnzima A, a qual é então totalmeme oxidada a CÜi pelo ciclo 
do écído cítrico (Capítulo 16). Os elétrons originados dessas oxi- 
dações são passados para o 0 2 por meio de uma cadeia de trans- 
portadores na mitocôftdria, formando I LO. A energia liberada 
nas reações de transferência de elétrons permite a síntese de ATP 
nas mitocõndrías (Capítulo ]9). 

A segunda rola para o metabolismo do piruvato é a sua rechi- 
çâo a lactato através da chamada via da fermentação do áddo lácti- 
co, Quando o tecido muscular esqudéoco em contração vigorosa 
funciona em condições de hipóxia — baixa pressão pardal de oxi- 
gênio — .o NADH não pode ser reoxidudo t NAD% e este é neces- 
sário como receptor de elétrons para que o piruvato continue a ser 
oxidado. Nessas condições, o piruvato é reduzido a lactato por re- 
cepção dos elétrons do NADH econscqüenle regeneração do NAD + 
necessário para que o fluxo glkoEítko prossiga. Certos tipos de te- 
cidos e de células (retina, cérebro, eritrócitos) convertem a glicose 
em Uítaro, meam sob condições aeróbicas. O betato ( d forma dis- 
sociada cio ácido láctica) é também o produto da gfkótise wb con- 
dições anaeróbica* em algum microrganismos ( Fig, 15-31+ 

A terceira grande rota do metabolismo do piruvato k*a ao 
ctandL Em alguns tecidos regetais e cm certos, invertebrados pro- 
ibias e microrganismo* como a levedura da fabricação da cerreis, 
o piruvato é convertido anaerobicamente em etanol c COj, um 
processo chamado de fermentação alcoólica, fermentação do ela - 
nol ou, simplesmente, fermentação do álcool (Fig, 15-3). 

Embora o interesse principal deste capitulo seja o catabo- 
lismo, não podemos deixar de lembrar que o piruvato tem ou- 
tros destinos, embora .mabólkos. Ele pode, por exemplo, for- 
necer o esqueleto carbónico para síntese do aminoácido aíani- 
m. Voltaremos a essas reações anabólicas do piruvato em 
capítulos posteriores. 



Figura 15-2 - As duas fases da glicólise Para cada molécula de glicose que passa pela fase preparatória (a), são 
formadas duas moléculas de gliceraldeído-3-fosfato e ambas, passam pela fase de pagamento (b). Q piruvato é o produto 
fmal da segunda fase. Para cada molécula de glicose metabolizada são consumidas duas moléculas de ATP na fase prepa- 
ratória e quatro dessas moléculas são produzidas na fase de pagamento, dando um resultado liquido de duas moléculas de 
ATP para cada molécula de glicose convertida em piruvato. O número ao lado de cada passo de reação corresponde â 
numeração dada na discussão apresentada no testo. Lembre-se de que cada grupo fosfato, representado aqui como (£), 
tem duas cargas negativas ( — PO|'). 
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Figura 15-3 - Três possíveis destinos cata boi icos do piruvato for- 
mado na glicólise. 0 piruvato também serve como precursor em muitas 
reações anabólicas que não estão mostradas aqui. 


A formação de ATP acoplada à glicólise. Durante a glicó- 
lise parte da energia existente na molécula da glicose é conserva- 
da nas moléculas de ATP, enquanto a maior parte permanece 
nas moléculas do produto, o piruvato. A equação global final 
para a glicólise è: 

Glicose + 2NAD f + 2 A DP + 2P, ► 

2 piruvato +■ 2KADH +- 2H f + 2ATP + 2H;0 {15- I } 

Para cada molécula de glicose degradada até piruvato, duas mo- 
léculas de ATP são geradas a partir de ADP e P;. Podemos agora 
dividir a equação da glicólise em dois processos: 

[1) a conversão de glicose em piruvato, que é exergõnica: 

Glicose 4- 2NAD" * 2 piruvato -I- 2NADH * 2FT (15-2) 

= -146lí[/mol 

(2) a formação de ATP a partir de ADP e Fj que é endergónica: 

2 ADP +■ 2 Pi — + 2 ATP + 21 hO ( 1 5- 1 ) 

AG^= 2{30,5kJ/mo]) = 61kl/tnn| 

Se. agora, calcularmos a soma das Equações 15-2 e 15-3, pode- 
remos determinar a variação da energia livre padrão total da gli- 
cólise (Equação 15-1), incluindo a formação do ATP, como a 
soma algébrica, AGJ 0 , de AGf^ e AG; D : 

AG;' 1 = AGf + AGÍ" = -t46kí/mol + 61kJ/md - -&5kJ/mol 

Tanto sob as condições padrão como sob as con dições intrace- 
lulares, a glicólise é um processo essencial mente irreversível, con- 
duzida até se completar por esse grande decréscimo líquido da 
energia livre. Nas concentrações intracelulares reais de ATP, ADP 
e P, (veja Tabela 15-5) e de glicose e piruvato, a eficiência da 
recuperação ou conservação da energia da glicólise na forma de 
ATP é maior que 60%. 

Energia que permanece no piruvato. A glicólise libera ape- 
nas uma pequena fração da energia total disponível na molécula 
da glicose. Quando a glicose é completamente oxidada a C0 2 e 
HjO, a variação total de energia livre padrão é -2.840kJ/moL A 


degradação da glicose na via glicolítica até duas moléculas de 
piruvato {dG ÍO = -l4ókI/mol) libera portanto apenas (146/ 
2.840) 1 00 = 5,2% da energia total que pode ser obtida da glicose 
pela oxidação completa. As duas moléculas de piruvato forma- 
das pela glicólise ainda retêm a maior parte da energia potencial 
química existente na molécula da glicose; essa energia pode ser 
extraída por meio de reações oxidativas no ciclo do ácido d tricô 
{Capítulo 16) eda fosfor ilação oxidativa (Capítulo 19). 

A Importância dos intermediários fosfori lados, Todos 
os nove intermediários da glicólise situados entre a glicose e o 
piruvato são fosforilados (Eig. 15-2). Os grupos fosfato pare- 
cem ter três funções: 

1. Os gTupos fosfato são ionizados em pH 7, dando assim a cada 
um dos intermediários da glicólise uma carga liquida negativa. 
Como a membrana plasmática é impermeável às moléculas que 
exibem cargas elétricas, os intermediários fosforilados não po- 
dem se difundir para fora da célula. Depois da fosforilação inicial, 
a célula não necessita mais despender energia para reter os inter- 
mediários fosforilados, a despeito da grande diferença entre as 
concentrações intra e extraeelulares desses compostos. 

2, Os grupos fosfato são componentes essenciais na conserva- 
ção enzimática da energia metabólica, A energia liberada na que- 
bra de ligações de anidridos do ácido fosfórico (como aquelas 
no ÀTF) é parcialmente conservada na formação de ésteres de 
fosfato, tais como a glicose -6-fosfa to. Os compostos fosfóricos 
de alta energia, formados na glicólise ( 1,3-bifosfoglicerato e fos- 
foenolpLruvato), doam grupos fosfato ao ADP para formar ATP. 
5, A ligação de grupos fosfato aos sítios ativos das enzimas forne- 
ce energia de ligação que contribui para baixar a energia de ativa- 
ção e aumentar a especificidade das reações catalisadas enzimati- 
camente [veja pág. 194). Os grupos fosfato do ATP, ADP e dos 
intermediários glicolíticos formam complexos com Mg 2 ' e os 
sítios de ligação dos substratos de muitas das enzimas glieolíti- 
cas são específicos para esses complexos de Mg 21 . A maioria das 
enzimas glicolíticas requerem Mg J " para entrar em atividade. 


A fase preparatória da glicólise requer ATP 

A fase preparatória da glicólise requer o investimento de duas 
moléculas de ATP e resulta na clivagem da cadeia da hexose em 
duas triuseS fosfato. Á compreensão de que as hexoses fosforite- 
das são intermediárias na glicólise foi conseguida de maneira 
lenia e algo casual. Em 1906, Arthur Harden e William Young 
procuravam testar sua hipótese de que os inibidores das enzi- 
mas protcolíticas estabilizavam as enzimas da fermentação da 
glicose nos extratos de levedura. Eles adicionaram soro sanguí- 
neo (sabia-se que ele continha inibidores de enzimas pruieolíti- 
cas.) em extratos de levedura e observaram o estímulo predito 
do metabolismo da glieose. Entretanto, por meio de um experi- 
mento -controle, realizado com a intenção de demonstrar que 
ao ferver o soro destrói-se a atividade estimulante, eles desco- 
briram que o soro fervido era um estimulador da glicólise tão 
efetivo quanto o soro não aquecido. O exame cuidadoso do con- 
teúdo do soro fervido revelou que os ions de fosfato inorgânico 
eram os responsáveis pela estimulação. I lardcn e Young logo des- 
cobriram que a glicose adicionada a seus extratos de levedura 
era convertida cm uma hexose bi fosfato (o chamado “éster de 
Harden-Young^, eventual mente identificado como ffutose-1,6- 
bifosfato). Esse foi o inicio de uma longa série de investigações 
sobre o papel dos ésteres orgânicos de fosfato na bioquímica, 
que levaram a nosso atual conhecimento do papel central das 
transferências do grupo fosfato em biologia. 
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Willism Young 
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Glicose -6- fosfato 




OH H 


|-f uiose-fr-iosijlu 


AG'° - -l h 7Í5j/mol 


0 Fosforílaçáo da glicose. No primeiro passo da glicólísc, a 
glicose é ativada para as reações suhseqüentes pela sua fosfor ila- 
ção em C-í para liberar a glkose-õ- fosfato; u doador de fosfato 
éoATPi 



AG* =-l&7k|ftiHl 

Estt reação» que é irreversível *oh as condições intracelulares, é 
catalisada pela hexoquíníise. O nome comum quinase è aplica- 
do a todas as enzimas que catalisam a transferência do grupo 
fosfato terminal do ATP para um receptor nudeafilico qualquer 
— uma hcxose, no caso da hexnquínase. As quinases são uma 
subclasse das transferases (veja Tabela 8-3h A hexoquinase cata- 
lisa a fútfbríbçâo não apenas da D-gUoo«e» mas também dc cer- 
tas outras hexoses comuns, como a lí-írulose e a n-manose. 

Para ser ativa, a hexnquinase* como muitas outras quinases. 
requer Mg*'\ porque o verdadeiro substrato da enzima não é 
ATP 1 . nus sim o complexo MgATP 4- (veja Fig. 14-2). Estudos 
detalhados da hexoquinase da levedura mostraram que a enzi- 
ma sofre um* profunda mudança n* soa forma, um ajuste indu- 
zido, quando a ela se iiga a molécula de hexnse (veia Fíg. 8-2 1 }. 
À hexoquinase estã universalmeutí' presente em todos os tipos 
de células. Os hepatódtos também contém uma forma de hexo- 
quutasc chamada de hexoquinasc D ou glicoqtiinase, a qual é 
mais específica para a glicose c difere de outras formas d* hexn- 
qutnase por suas propriedades ciiiét kas c reguladoras (pig. 430), 

Como as demais nove enzimas da via glicolítica, a hexoqui- 
nasc é uma proteína citosólica solúvel entretanto, como vere- 
mos depois, podem ocorrer complexos organizados de várias 
enzimas glicolí ticos (veja Rg, 15-8}, 

(2i- Conversão da glkose-6-foifato «m fratoM-6-f«fa- 

to A enzima fosfoexnse isomera» ( fnsfogÜcose isomerase) ca- 
talisa * isomerização reversível de um* aldosc, a glicose -6- fosfa- 
to, em uma cetose, a fnitose-õ- fosfato 


Como previsto pela variação relativamente pequena da energia 
livre padrão, esta reação se processa rapidamente cm qualquer 
das duas direções. A fosfoexose isomerase também requer Mg :+ 
e é específica para as duas hexoses — glicose-6- fosfato e frutose- 
6- fosfato. 

(J Fosforílãçie d* frut«*4 fo$fato em frutos* 1.6-bi- 

fosfato Na segunda dos duas reações de ativação da gJkõlke, * 
fosfofrutoquinase- I catalisa a transferência de um grupo fosfa- 
to do ATP para a frutose-õ- fosfato para Liberar a frulose- ) ,6- 
h< fosfato: 


ATP AI>P 

íbeafruV^MHM 

Fruiose-é-füJifatt) 

“O— 

Ffulosí- 1 F 6bsictíaln 



OH H 



A£T“ = - HjMlJ/mot 


A reação ê essendalmentc irrtvmivd nas condições cduUres, 
Esta enzima è chamada fosfofrutoquinase-I (PFK-1) para dis- 
tingui-la de uma segunda enzima ( PFK-2 ) que catalisa a forma- 
ção da fruiose-2,6-bifosfalo a partir da frutose fosfato (veia 
Fig, 20-8). 

Algumas bactérias e prol islãs e, talvez, todos os vegetais pos- 
suem uma fosfofrutoquinase que usa o pirofosfato (PPjh c não 
o ATR como o doador do grupo fosfato na síntese da frutose- 
1,5-bifosfasto: 

Frütüse-6-fnsfiilLi +- PP, * frutose-Lò-bifosfaln + P, 

AG ,fl ■ Hk|/mo| 

A fosfcifrutoquinase-l, como a hexoquinase, é uma enzima 
reguladora (Capitulo 8} e, entre as conhecidas, uma dos mais 
complexas. Ela representa o ponto principal de regulação da gli- 
cólise. A atividade da PFK-1 é aumentada sempre que o supri- 
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mento de ATP da célula se toma baixo ou quando existe um 
excesso dos produtos da hidrólise do ATT, ADP e AMR particu- 
larmente deste último, Essa enzima é inibida sempre que a célu- 
la tem amplo suprimento de ATP e quando da está bem suprida 
de outros combustíveis como os ácidos graxos, A frutose-2,6- 
bifosfato não deve ser confundida com a frutose- 1 ,6-bifosíato 
que é 0 produto da ação da FFK-1 e não ê um intermediário da 
gUcólise, mas sim um potente ativador aíostérico da fosfofruto- 
quioase-L A regulação deste passo da glicólíse será discutida mais 
detalhadamente, neste mesmo capítulo, 

@ Clivagem da fnitoH-I^G^bkfosfato. A enzima frutose- 
Ró-bifosfato aldolase, em geral simplesmente chamada aldula- 
se, catalisa a condensação reversível de grupos aldol A tfutose- 
Ró-bífosfato é quebrada para liberar duas trioses fosfato dife- 
rentes, o gIiceraldeído-3 -fosfato, uma aldose, e a diídroxiacetona 
fosfato, uma cetose: 




Diídroxiacetona GllceraJdefdo- 

fosfato 3*ft>sfalo 


AG H ° = 23 h SkJ/mol 


A aldolase dos tecidos dos animais vertebrados não requer um 
cátion divalente, porém em muitos microrganismos a aldolase é 
uma enzima que contém Zn 2 '. Embora a reação da aldolase tenba 
uma variação da energia livre padrão fortemente positiva na dire- 
ção da divisão da fhitose-Ró-bifosfato, na célula ela pode ocorrer 
livremente nas duas direções. Durante a glicólise, os produtos da 
reação (as duas trioses fosfato) são removidas rapidamente pelos 
dois próximos passos, deslocando a reação na direção da divisão. 

® A iirterconversáo «las trioses fosfato. Apenas uma das 
trioses fosfato formada pela aldolase — o gliceraldeído-3-fosfa- 
to — pode ser diretamente degradada nos passos subseqüentes 
da glicólise* Entretanto, o outro produto, a diídroxiacetona fos- 
fato, 4 rápida e reversivelmente convertido em ghceraideído-3- 
fosfato pela quinta enzima da sequência glkolítica, a triose fos- 
fato isomerase: 



Diídroxiacetona fosfato Gliccraldcído- 3- fosfato 

AG'* = 7,3kJ/moi 

Por esta reação, C- 1> C-2 e C-3 da glicose inicial agora tomam-se 
indistinguíveis de C-6, C-5 e C-4, respectívamente (Fig, 13-4), 
Esta reação completa a fase preparatória da glicólise; nela a 
molécula de hexose foi fosforilada emC-le C-ó e então dividida 
para formar, em última instância, duas moléculas do gliceraldeí- 
do- 3 -fosfato. Outras hexoscs como □- frutose, D-manose e D- 
galactose também são conversíveis em gliceraldeldo-3-fosfato, 
como veremos mais adiante. 




Figura 15-4 - Destino dos átomos de carbono da glicose na formação do glíteraldftido-3-fosfato. (a) A origem dos átomos de carbono nos 
compostos com tnfe carbonos produzidos nas reações da aldolase e da triose fosfato isomerase. Após as duas reações, o produto final obtido são duas 
moléculas de glioeralderdo-3-fosfato, Cada um dos três átomos de carbono do gliceraldeído-3-fásíato é derivado de um ou outro de dois átomos 
de carbono específicos da glicose, (b) A numeração dos átomos de carbono do gliceraldeldo-3-fosfato não é idêntica I numeração dos átomos de 
carbono da glicose da qual ele é derivado. No gliceraldefdo-3 -fosfato, o grupo funcional mais complexo (o grupo carbonila) é especificado como C-1. 
Èssa mudança na numeração ê importante para a Interpretação de experimentos nos quais um único átomo de carbono da glicose é mancada 
radioisotopica mente. (Veja os Problemas 3 e 5 no final deste capitulo.) 



A fase de pagamento da glicólise produz ATP e NAOH 

A fase de pagamento da glicólise (veja Fig. 1 5-2b) inclui os passos 
de fosforilação conservadores da energia, nos quais parte da energia 
livre contida na molécula da glicose è conservada na forma de ATP. 
I .embre-.se de que uma molécula de glicose libera duas moléculas 
de gliceraideído-3-fosfkto; na segunda fase da glicólise as duas me- 
tades da molécula da glicose seguem a mesma via. A conversão das 
duas moléculas de gliceraldeído- 3 -Fosfato em duas moléculas de 
piruvato é acompanhada pela formação de quatro moléculas de ATP, 
formadas a partir de ADR Entretanto, o rendimento líquido de ATP 
por molécula de glicose degradada é apenas dois, porque duas mo- 
léculas de ATP foram investidas na fase preparatória da glicólise 
para fcsfbrilar as duas extremidades da molécula de hexose. 


©Oxidação do gliceraldefdo-3-fosfato em 1,3-bifosfo- 
glicerato. O primeiro passo da fase de pagamento da glicólise é 
a conversão do gliceraldeído-3- fosfato em 13-bifosfoglicerato, 
catalisado pela gJiceraldeído-3 -fosfato desidrogenase: i 



Gliceraldeído- Fosfato 

3-fosfalo inorgânico 


trV r ! 

' V ' " 


' K ■■ 


NAD‘ NADH + H 4 

gíi.ocraJdcldo->-toiísTo 
íipsid nigcnvc 



glicerato ÍH.OPOj 

G'° = 6,3kJ/mol 


Esta é a primeira das duas reações conservadoras da energia da 
glicólise, que eventualmente levam à formação do ATP. O gru- 
po aldeído do gliceraldeído-3-fosfato é desidrogenado, não 
como se poderia esperar, em um grupo carboxila livre, mas em 
um anidrido de ácido carboxílico com o ácido fosfórico. Esse 
tipo de anidrido, chamado um acil-fosfato, tem uma energia 
livre padrão de hidrólise muito alta (A G rn = -^49,3kJ/mol; veja 
Fig. 14-4 e Tabela 14-6). A maior parte da energia livre de oxi- 
dação do grupo aldeído do glíceraldeído-3 -fosfato é conserva- 
da pela formação do grupo ac il- fosfato em C-l do 13-bifos- 
füglicerato. 

O receptor de hidrogénio na reação catalisada pela glkeraí- 
deído-3- fosfato desidrogenase é a coenzima NAD* (veja Fig. 14- 
1 3), A redução do NAD ' ocorre pela transferência enzimática de 
um íon hidreto (:H~) do gmpo aldeído do gliceTaldeído-3-fos- 
fato para o anel nicotínamida do NAD + , para liberar a coenzima 
reduzida NADH. O outro átomo de hidrogênio da molécula do 
substTato aparece em solução como H + . 

O gliceraldeído-3 -fosfato está covalentemente ligado k en- 
zima durante a reação catalisada pela gliceraldeído-3- fosfato 
desidrogenase (Fíg. 15-5). O grupo aldeído do gliceraldeído-3 - 
fosfato reage primeiro com o grupo — 5H de um resíduo essen- 
cial de cisteína no sítio ativo da enzima. Essa reação é homóloga 
com a formação de um hemiacetal (veja Fig. 9-5), mas nesse caso 
o produto é um tioemiacetal A descoberta de que a gliceraldeí- 
do- 3 -fosfato desidrogenase é inibida por iodoatetato foi impor- 
tante na história da pesquisa sobre glicólise; a adição desse ini- 
bidor enzlmático a extratos brutos de levedura ou de músculo 
provocava o acúmulo das hexoses fosfato produzidas na glicóli- 
se, permitindo seu isolamento e identificação. 


ÇHjOPOj" 
H— C— OH 

I 

c=o 



desidrogenase 


Figura 15-5 - Uma representação mais detalhada da reação catalisada peia gliceraideído-3-fosfato desidrogenase. No passo Q. forma-se 
uma ligaç&o cova lente tioemiacetal entre o substrato e o grupo sulfidrila — SH de um resíduo de cisteína no sítio ativo da enzima. Esse intermediário 
enzima-substrato é oxidado pelo NAD 4 (passo Qft também Irgado ao sitio ativo, convertendo-se em um intermediário cova lente acil-enzima, um 
tioéster, 0 NADH ligado á enzima è reoxidado pelo NAD 4 livre (passo (J)0. A ligação entre o grupo ada e o grupo tiol da enzima tem uma energia livre 
padrão de hidrólise muito alta. No passo 0, a ligação tioéster sofre fosforólíse (ataque por P|) r liberando a enzima livre e um produto adl-fosfato (1,3- 
tufosfoglicerato), a formação deste conserva a maior parte da energia livre iiberada durante a oxidação do grupo aldeído de glkeraldeído-3-fosfato. 


+ 1CH,— - 2 !-* 

X o V 

lodoatelmo Rn rim» Initfai 


- c v 


O iadoicctato t um inibidor potente d* glkeraldndo MdeTiid 
dc;idrogcriBv, porque forma um derivado cowlcnte com o gru- 
pa — 5H do ííikt uivo da rn/ima. tomando -■ ituriva, 


Como as células contêm quantidades limitadas dc NAD 4 . a 
glicólise logo se deteria por falta dc NAD" caso o NÀPH two 
fosse reoxidado continuamente. As reações nas quais o NAD 4 é 
regenerado anaerobkameme sâo descritas em detalhes adiante, 
em conexão com os destinos alternai ivn* âo piruvara, 

@ Twífírtnílê do fosfato do l.a-bffosfofiffcerato para 

O ADP A enzima foffogíiterata quinase transfere o gnipo fos- 
fato de alta energia do grupo carboxib do IJ-bifosfoglíccrato 
para o ADR formando ATP e 3-fosfoglkerato: 



KrOpnr 

1 3-Bifoafogiica^in 



f F«%liirriUf 


l*”'- 



ATT» 


AÍT* = -IRJtkMmuI 


Note que a enzima fosiogiiccraio quinase recebe seu nome pela 
reação inversa, Como todas as enzimas, da catalisa a reação em 
ambas as direções, Essa enzima age ru direção sugerida pelo seu 
nome durante a fixação fotosstn titica doCO^ (veja Fig. 20-25), 
Juntos, os passos ® e (7) da glkólíse constituem um pro- 
cesso acoplador de transferência de energia. Nestas duas reações, 
o intermediário comum ê o 1,3-bifosfog.lkerato; ele é formado 
na primeira reação {queêendergõrúca) e na segunda reação [que 
é fortemente exergò nica}, seu grupo aril- fosfato é transferido ao 
ADR para formar AIR A soma das duas reações em seqüéncia h 


GIiceraldítdo-3- fosfato t ÀDP t P, + NAD' = 

3-fesfbgiicerato +■ ATP + NADH +■ 

AG™ - -12,5kJ/mol 


Portanto a reação global é excrgdnicfL 

Lembre-se (Capítulo 14) de que a variação da energia livre 
real* AG, é determinada pela variação da energia livre padrão, 
AG ru , e peia Jeí da ação das massas* que é a relação [produtos]/ 
[ reagentes | (ver Eq. 14-3). Para o passo (6): 

AG - AG™ + RT ln ■ — - - 1 -- — iccralo | [ NA DH | 

| gl i wraldeldo- 3 -f cu fito ) | P, ] | NAD 1 ] 


Note que f ] não está incluída na relação da ação das massas 
para esta reação. Nos cálculos bioquímicos [ H ’ | é uma constan- 
te Uü“'M) e essa constante está incluída na definição de AG™ 
(veja pág. 386). 

A segunda reação (passo ©) reduz a concentração de 1,3- 
bifosfoglicerato pelo consumo desse derivado produzido na pri- 
meira reação e, assim, diminui o valor da relação entre as mas- 
sas de reagentes e os produtos do processo global. Quando es» 
relação é menor que 1,0, o seu logaritmo na lurai lem um sinal 
negativo, Se a relação das massas for muito pequena, a contri- 
buição do termo logarítmico pode fazer AG for temente negati- 
va. Essa é* simplesmente, outra forma de demonstrar que as duis 
reações, passos ©e(7>* são acopladas por meio de um interme- 
diário compartilhado. 

O resultado do acoplamento dessas duas reações, ambas re- 
versíveis nas condições celulares, è que a energia, liberada na 
oxidação de um aldeído a um grupo carboxíLato, è conservada 
pela formação concomitante de ATP com o emprego de A DP e 
R. A formação de ATP pela transferência de um grupo fosfato 
de um substrato como o KB-bifosfogJjccralo ê referida coma 
fosfoTÜaçâo no nívd do substrato para distinguir seu mecanis- 
mo daquele da fosfonlação ligada à respiração, As fosforibçft» 
i» nivci do substrato envolvem enzimas solúveis e intermediá- 
rias químicos f 13-bifosfoglkerato, neste caso). As fosforibçõa 
ligadas à respiração celular, por outro lado, envolvem enzimas 
presas em membranas e gradiente* transmembranosos de pró- 
ton* (Capitulo Í9L 

5 Conversão do 3-fosfog literato em 2-fodoglictrato 

A enzima fosfoglicerato mutase catalisa a transferência revmi- 
vd do grupo íosforii entre C-2 e C-3 do glkerato. O íon Mgr' t 
essencial para esta reação: 



3 - Fosfoglicerato 2-EtHfuglicefan» 


AÇ* = 4,4k|/md 

A reação ocorre em dois passos (Fig, 15-6). Um grupo fbsfbrii 
inte talmente ligado a um residuo de histidina no sftto ativo da 
enzima, é transferido para o grupo hidroxita em C-2 do 3-fbsfò- 
glicerato, formando 2*3 -bifosfogt ice rato ( BPG ). O grupo fojfaril 
em C- 3 do 2,3-bifosfoglicerato é então transferido para o mesmo 
residuo de histidina da enzima, produzindo 2 -fosfoglicerato e 
regenerando a enzima fosforüada. Como a enzima é ínidalmcn- 
te fosforilada pela transferência de fosfato do 2.3-bifosfoglLcera- 
to, esse composto funciona como um co- fator; ele é requerido 
cm pequenas quantidades para iniciar o eido catalítico t é con- 
timiamente regenerado por esse ciclo, Na maioria das células, o 
BPG está presente em concentrações mínimas, mas nos erilró- 
eitos, em que regula a afinidade da hemoglobina pelo oxigênio 
(veja Fig. 7-16), sua concentração é alta, próxima a 5mM, 

A enzima fo&foglicomutase (pág, 423) emprega o mesmo me- 
canismo da fósfoglícem mutase descrito a seguir na conversão 
da glicose- 1 -fosfato em glicose-6-fosfato. Nesta reação, a glico- 
se- 1 ,6-bifosfalo serve como co- fator inicial. D nome geral mu- 
tase é dado a enzimas que catalisam a transferência de um gru- 
po funcional de uma posição para outra na mesma moléculâ de 
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Enzima com o nísldun 
i dc hUilidinA n.l o -Jbiíforiladn 


fcnfuriJa^iu i.J-Hifasfügjiceriiin AÇPATP 3 _ FWo _ 
'"'l " 1 1 hmÜiÃZ- gliccratu 

'JN* J-Fnirfagliceritc] 



Fuifoenuima 


l-Fòifb- 


Q>\ 2 J-Bifoifo- J® 

\ glkerato / 


Figura 15-6 - Meunhnw da reaçãa dá ftnfoglkeratofmrta** 4 

enama e imoalmenie fasloíilad* em um resíduo de histidro peia trans- 
ief&Kiè de um gn<» fosfoH do 2 r 3-bdodogleefJtQ CBPGi No passo © 
da reação catai! ma. a fostoertzim* irarçfere o çn^po losfoni para o 3- 
fcsíoqkefato. formando ZJ-bioslogUeráto No pattO 0 gnipo fos- 
foot etirif C-3 do 2,3-briosJogfcerato * tran^endo para o mesmo resíduo 
de tróticína n ta enzima. pfoòujodo Z-ÍHfogkeralo e regenerando a los 
feenzrma O Z.J-brfosfogtpcera ta reqoendó irvçiãfmeíiit para fosforiar a 
eozma e formado a parttr do 3-fcsfogkerato peia ação de uma qumase 
e^jecffica dependente de ATP. rte è então regenerado no passo © de 
ada ddo rataktco 


substrato. Aí mutases sàu urm subclasse das isomenuei, etizi- 
mas que isiterconvertem «lereoisòmeit», tíòmeroí estruturais 
ou posicionais (veja Tabela 8-31. 

I Desidratação do 2-forfogfkerato para fosfoanol- 
pífwato A segunda reação gLiçolítka que geri um composto 
com alio potencial de transferência Je grupo fosforíl c catalisa' 
da pda enoiase Essa eiuirtu prumos a fcmoçio reversível de 
uma molécula de água áo 2-fo.*f<Tg£iccT4tii para liberar fosíoe- 
no t piruvato 



Z-Fosfcgltceram Foafoenntpiruvato 


àC" - 7,5kí/nwl 

A despeito da variação relativamcnte pequena da energia livre 
padrão nesta reação, há uma grande diferença da energia 
livre padrão de hidrólise do grupo fosfato do reagente e do mes- 
mo grupo do produto. Àquela do 2-fosfoglkeritü (um compos- 
to de fosfato de baixa energia ) é - 1 7,6kJ/mol e aquela do fosfo- 
enolpiruvato (um composto fosfato de energia superai ta) é - 
6],9kJ/mcil (veja Fig. 14-3 e Tabela 14-6). Embora o 
2-fosfoglicerato e o fosfoenolpiruvato contenham, cada um, per- 
to da mesma quantidade total de energia, a saída da molécula de 
água do 2-fosfogliceralo provoca a redistrihuíçâu da energia in- 
terna da molécula; a variação da energia livre que acompanha a 
hidrólise do grupo fosfato é muito maior para o fosfoenolpiru- 
vato que para o 2-fosíagliceralo. 


® Transferência do grupo fosforíl do f osfoenolpiru va- 
io para o ADR, O último passo na glicólise é a transferência do 
grupo fosforíl do fosfoenolpiruvato para o ADR catalisada pda 
piruvato quinase, uma enzima que requer K* e ou Mg 1 ' ou Mn 14 : 



hnfiwiiolpiruvaio 


adp 


xi a ,x 

q^H**** 



Nesta reação, de fosforilação no mvd da substrato, o produto 
piruvato aparece primeiro na sua forma enoL Entretanto, a forma 
end tautomeriza de maneira rápida, embora nio rnzimanca. para 
liberar a forma cetÔnka do piruvato, a forma que predomina em 
pH 7. A reação total tem uma variação de energia livre padrão 
grande e negativa, devido em grande porte à conversão espontânea 
da forma end do piruvato em sua forma cetónica (veja Fig. 14- 
3). A da hidrólise do fosfoenolpiruvato e -61 ,9ltbmol; cerca 

de metade dessa energia é conservada na formação da ligação de 
amdrido do ácido fosforko do ATP (AG"“ - -30,5kJ/mol ! e o 
restante í -3 l,4kJ/niol) constitui uma grande força que empurra 
a reação no sentido da síntese do ATP. A reação da piruvato qui 
nase è essencial mente irreversível sob condições int racelulares e 
è um importante sitio de regulação, como será descrito adiante. 



PiruvglD 
t forma oiol) 


Piruvato 
f forma cclâníci) 


O balanço final mostra um ganho líquido de ATP 

Podemos montar agora um balanço da glicólise para demons- 
trar: (l) o destino do esqueleto carbónico da glicose; (2> a en- 
trada de P| e ADP e a saída de ÀTR e (3 } o caminho dos elél n>ns 
nas reações de oxidação- redução, O lado esquerdo da equação a 
seguir mostra todas as entradas de ATP, NAD\ ADP e F, (veia 
Fig. 15-2), e o lado direito mostra todas as saídas (mantenha em 
mente que cada molécula de glicose libera duas moléculas de 
glíceraldeído-3 -fosfato ) ; 

Glicose + 2 ATP 4 2NAfV + 4ADP + ZR * 

2 piruvato 4 2AÜP + 2NADH 4 2H' 4 4 ATP 4 ÍHjO 

5e cancelarmos os termos comuns dos dois lados da equação, 
teremos a equação final da glicólise em condições aeròbicas: 

Glicose + 2NAD + 4 2 ADP 4 2Pj * 

2 piruvato 4 2NÀDH + 2H 1 + 2 ATP + 2H : 0 




As duas moléculas de NA PH formadas peLi glicólise no ei- 
tosol são, tm condições aeróbicas, reoxidadas em NAD h pela 
transferência dos seus elétrons para a cadeia respiratória, locali- 
zada nas mtiocôndrtas nas células eucarióticas- Aqui, esses elé- 
tiro sáo. em última instância. passados para o Q*: 

2NADH + m' + O: # 2NAD' +■ iHjO 

A transferência de elétrons do NADH para o O: nas mítocõn- 
dnas fornece a energia para a síntese da AT? pda fosforikção 
ligada à respiração (.Capítulo 19), 

No cômputo finai do processo, uma molécula de glicose é 
convertida ern duas moléculas de prruvato (a via do carbono) 
Duas moléculas de ADP e duas de P, são convertidas em duas 
moléculas de ATP (a via dos grupos fosfato). Quatro elétrons 
(dois ions hidreto ) são transferidos de duas moléculas do glicc- 
raldeído-3- fosfato para duas de NAD* (a via dos elétrons). 

Os intermediários são canalizados 
entre as enzimas glicolfticas 

Embora as enzimas da glicótise usualmente sejam descritas como 
componentes solúveis do citosol hd evidências crescentes de que 
dentro das células essas enzimas existem como complexos mui- 
tienzimálko-k Á abordagem clássica da cnzimologia — a purifi- 
cação de pmleina* individuais de extratos de células rompidas 

— foi aplicada com grande sucesso para as enzimas da gÜcólisr; 
como vimos até aqui, cada uma dessas enzimas ia foi purificada 
até a homogeneidade. Entretanto, a primeira vitima do rompi- 
mento da célula é o alto nível de organização do interior celular 

— a Interação reversível e nâo-cn valente de uma proteína com 
outra, ou de uma enzima com algum componente estrutural 
como ufnw membrana» microtübulos óu mkroftlameittos. Quan- 
do as células são abertas por rompi mcnl» de sua membrana pias- 
mátka, seu conteúdo, incluindo as enzimas, é diluído centenas 
ou até mesmo milhares de vezes (Fig, 15-7), 



Flgur* \ %-7 - A diluição de uma sofcjçào contendo um complexo pfotèn- 
co nâcxuvalenie lavotece a dissociação do £wnp4e*j£> em seus consti- 
tuintes, 

Quando as enzimas purificadas da glicólise sâo combinadas 
in vitro cm concentrações relativa mente altas, das formam agre- 
gados funcionais e específicos que podem refletir o seu estado 
verdadeiro no interior das células. Vários tipos de evidências 
sugerem que 3 nas células, esses complexos garantem uma passa- 
gem eficiente do produto de uma enzima para a próxima enzi- 
ma na vk, para a qual esse produto funciona como substrato, 
A evidência cinética da existência de uma canalização do 13- 
bífosfogliccrato que sai da gliceraldcido- 3- fosfato desidrogena- 


Gliceraldeídü-3-Eüsfatu 



Figura 1 5-8 - Canalização de um substrato entre duas enzimas na 
vta glkolrtka Quando a gícefaWeídci-S-fiasíato desidnogenase UzúQ e 
a 3-tos.loglicefdto qumase (amarelo) são combinadas m yrm?, elas caiafe- 
sam a conversão em dois passos do gbcerâlcleido-3-fDslaiQ a j-loslogl*- 
c trato (veja Fxjs 15-5 e 1 5-6) em uma velocidade maior que a vetoada- 
de na qual o primeiro passo é calahsado na presença apenas da priiran 
enzima Aparentemente, a irafislerêncta do 1 3-biíosfoglKefaip da su- 
perfície da desidrogenase para a superfície da quínase è mais rãpdã que 
a dissociação do 13-bifoslog literal o da desidnogenase no meio ambien- 
te aquoso (o que ocorre na ausènça da quinase), Estudos ffriCtt mos- 
tram que as duas enzimas podem formar um complexo estável, comoé 
necessário para haver canalização do substrato entre elas. 

se para a fosfoglicerato quin ase sem entrar em solução (Fig. 15- 
8) é corroborada pelas evidências físicas de que essas duas enzi- 
mas formam complexos não-cova le nles estáveis, Eiá evidências 
similares para a canalização de mlermediários entre outras en- 
zimas glicoliricas, como é o caso do gliceraldekJo- J- fosfato da 
iMolase para a gíiceraldeido - J- fosfato desidrogenase. 

Ainda mais, certas enzimas glkolíticas formam complexos 
específicos não-covalenies com componentes estruturais dü 
células, os quais podem servir para organizar sequências de ra- 
ções t assegurar a transferência eficiente de Èntermediárvo* enitt 
os compartimentos celulares. Por exemplo» a fosfofruloquini- 
se-1 C a aldolase se ligam aos microfilamentos da actina c isso 
provoca associação intima entre elas e altera as propriedades ri+ 
nélicas da aldokse GC m e são T ambos, aumentados), A he- 
xoquinase liga-se espedficamente a membrana externa da mi- 
tocõndria. Essa associação pode permitir que o ATP, uma vez 
produzido no interior da milocõndria, possa mover-se direta.- 
mente para o sítio catalítico da hexoquinase sem enirar, e ser 
diluído, no citosol. Existem fortes evidências de canalização de 
substratos entre complexos multíermmáticos em outras vias me- 
tabólicas, e parece muito provável que muitas enzimas que hoje 
são tidas como “solúveis 1 " na realidade fundo narn nas células 
como complexos altamente organizados que canalizam os úir 
tcrcnediàrios metabólicos enlt* *i 
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A glkòltee é estreita mente regulada 

Durante seus estudo* sobre a fermentação da glicose por leve- 
duras. t- ou. is Pasirwr descobriu que lanto a velocidade da fer- 
mentação quanto a quantidade total de glicose por ela consumi- 
da «mm muitas vçzcs maiores sob condições anaerobicas do que 
sob condições aeròbicas. Estudos posteriores dos músculos 
mostraram a mesma grande diferença na velocidade da glkòlise 
em condições anaeróbki* e aeróbkas. A base bioquímica desse 
fenômeno, chamado “efeito Pasteur” í agora clara. O rendimen- 
to em ATP da glieólisc sob condições anaeróbicas [2 ATP por 
molécula de glicose) é muito menor que o obtido na oxidação 
completa da glicose aléCOj £ HjO so|> condições acrúbícas (30 
ou 32 ATP por molécula de glicose; veja Tabela I9-5L Forttfito, 
para produzir a mesma quantidade dç ATR è nece^áno consu- 
mir perto de Í8 vetes mais glicose em condições anarrõbkas do 
que nas condições aeróbicas. 

O fluxo de gfkosc através da via glicolltka ê regulado para 
manter constante a concentração dc ATP (bem como fluxos ade- 
quados de suprimentos dos intermediários gltcoliticos que pos- 
suem destinos hkMMftttticos). Para esse fim, os necessários ajus- 
tes na velocidade da gücóU&e são conseguidos pela regulação de 
duus enzimas dessa via: a fosfofmtoquímse- 1 e a piruvato qui- 
nase, Essas duas enzimas são reguladas alosterícamente, segun- 
do a segundo, pelas flutuações na concentração de certos meta- 
bólilos-chave que refletem o equilíbrio celular entre a produção 
ç o consumo de ATR Ainda neste capítulo, voharemos a uma 
discussão mais detalhada da regulação da glicúlLse. 

Nos tecidos cancerosos o catabolismo 
da glicose esU desordenado 

A captação áã glicose e a glicòlise ocor rem perto de dez vezes mais 
rápido na maioria dos tumores sólidos do que nos tecidos nor- 
mais. As células tumoraís frequentemente experimentam hipó* 
xia (suprimento limitado de oxigênio) porque o tumor sofre a 
falta de uma rede capilar sangüínea suficiente para supri-lo de 
oxigênio. Disso resulta que as células tumoraís distantes mais de 
100 a 200 pm do capilar ma» próximo dependem dc fomw exdu- 
«va da via glkolitica para a maior parte de sua produção dc ATR 
A> células tumoraís captam mais glicose que as norma» e as con- 
vertem em boato para reoxidar o NADH. A vdoddade aumen- 
tada da glkóUse pode resultar também do menor número dc nu 
tocóndrias existente nas células lu morais; menos ATP sintetiza- 
do por fnsforibção uxidativa nas mitocónd rias significa que uma 
maior quantidade dele precisará ser sintetizada pela glicólisc. 
Acrescente-se a isso que muitas células tu morais exibem uma su- 
perprodução de várias enzimas glicolílieas, entre elas unia isoen- 
zima da hexoquinãse que se assoçia com a face dtosólica da mem- 
brana mítocondrial interna e e insensível ã inibição retroativa 
{“fecdbjçli") pela glkose-ò-fbdãto (pág. 430). Essa enzima pode 
monopolizar o ATR produzido ca rmtocòfuira e emprega-lo para 
converter gbeosc em glkose-6- fosfato, o que condena a célula à 
execução continua da glkòlise. As prm rinas geradas por oncoge- 
nes e por genes supressores tumorais, tais como p53 c nas (discu- 
tidos no Capítulo 13), estão envolv idas na prudução aumentada 
das enzimas gliçoliiicaa encontrada nas células tumorais. 


Destinos do Piruvato em 
Condições Aeróbícas e Anaeróbicas 

O piruvato, produto da glicóüse, representa um ponto dc i unção 
importante no catabolismo dos carboidratos (veia Hg 15-3). 
Em condições aeróhicas, o piruvato é oxidado a acetato, o qual 
entra no delo do áddo cítrico e é oxidado até CO; e H : 0- O 


NADH formado pela desidrogenação do gliceraldefdo- 3 -fosfa- 
to é rcoxidado a NAD' pda passagem dos seus elétrons ao O; íio 
processo da respiração mitocondrial Entretanto, sob condições 
h ipoxicas como em músculos esqodétkos muito ativ», em par- 
tes submersas de plantas, ou nas bactérias do áddo Láctico, por 
exemplo, o NADH gerado pela gjkóbse não pode ser rcoxidado 
pelo Oj, A incapacidade dc regenerar o NADH em NAD' deixa- 
ria a célula sem receptor de elétrons para a oxidação do gliceral- 
deído-3- fosfato e as reações líberadoras de energia da glicose 
cessariam, O NAD" precisa, portanto, ser regenerado por meio 
de outras reações. 

As primeiras células a surgirem durame a evolução viviam 
em uma atmosfera quase desprovida de oxigénio e tiveram que 
desenvolver estratégias para desenvolver a glicólÊe sob condições 
anaeróbkas. A maioria dos organismos modernos reteve a habili- 
dade de regenerar continuamenteo NAD* durante a glkòlise anae- 
Fúbici pela transferência dos elétrons do NADH para formar um 
produto final reduzido, como o são o lactato c o etanol, 

O piruvato é o receptor terminal de 
elétrons na fermentação do áddo láctico 

Quando os tecidos animais não podem ser supridos com oxigé- 
nio suficiente para suportar a oxidação aeróbica do piruvato e 
do NADH produzidos na glicólise, o NAD H é regenerado a par- 
tir do NADH pda redução do piruvalo a lactato. Outros tecidos 
e tipo* celulares também produzem hetato da glkose, mesmo 
sob condições aeróbicas; o lactato é o grande produto do meta- 
bolismo da glkose no éfitrócrto, A redução do piruvato é catali- 
sada pela Lactato desidrogrnase. que fornia o isõmero i do áci- 
do Láctkn í lactato em pH 7). O equilíbrio global dessa reação 
favorece fortemente a formação de lactato, como fica evidencia- 
do peta variação de energia livre padrão acentuadamente grande 
e negativa. 



MT - -25,ik|/mol 



Na glicólise, a desidrogenação de duas moléculas de glice- 
raldeído-3-fosfato, derivados dc coda molécula de glicose, con- 
verte duas moléculas de NAD* em duas dç NADH. Como a re- 
dução de duas moléculas de pínivato em duas de betato regene- 
ra duas moléculas de NAD - . o processo global é equilibrado e 


pode continuar indefinida mente urm molécula de glicose é con- 
vertida em duas de lactato, com a gerado de duas moléculas de 
ATP e uma de glicose e. ainda, NA(T e NADH sio contínua- 
mente inierton vertidos sem nenhum ganho ou perdí global m 
quantidade de cada um deles. 

Embota existam dois passos de oxidação-redução quando a 
glicose é convertida em lactato, nio há variação no estado de 
oxidação do carbono. Na glicose (C*HtjO*) e no ácido láctico 
(CjHAK a relação H : C é a mesma. Nio obstante, parte da 
energia da molécula de glicose foi extraída pela sua conversão 
em Lactato: aliás, energia suficiente para dar uma produção liqui- 
da de duas moléculas de ATP para cada molécula de glicose con- 
sumida- O lactato formado por músculos ativos de animais verte- 
brados pode ser reciclado; ele é transportado pelo sangue alé o 
fígado, onde é convertido em glicose, durante o período de recu- 
peração da atividade muscular intensa, Quando o ácido láctico 
é produzido em grande quantidade durante contrações muscula- 
res vigu rosas ( por exemplo, durante uma corrida curta, mas feita 
em alta velocidade), a acidificação produ/ida pela ionização desse 
ácido mo» músculos e no sangue provoca a sensação de dor e, assim, 
limita o tempo em que essas contrações podem ocorrer Os atletas 
mais bem preparados não conseguem correr mais de um minuto 
nessas condições de esforço muscular extremo t Adendo 15-1 }, 

Um grande número de microrganismos fermenLa a glicose e 
outras hexuücs até lacta ta Certos lactobacilos e estreptococos, 
por exemplo, fermentam a lactose do leite em ácido láctko. A 
dissociação do áddo láctico em lactato e H’ na mistura de fer- 
mentação faz baixar o pH, desnaturando a caseína e outras pro- 
teínas do leite e provocando sua precipitação. Sob condições 
adequadas e especificas, o processo de fermentação láctea pro- 
duzirá queijo ou iogurte, dependendo de qual o tipo de micror- 
ganismo que está envolvido. 

Na fermentação alcoólica o 
etanol é o produto final reduzido 

A levedura e outros microrganismos fermentam a glicose em 
etanol t CO^ e não em lactato. A glicose é convertida em piruvato 
pela glicólíse, e o piruvato é convertido em etanol e CO ; cm um 
processo de dois passos. No primeiro passo, o piruvato sofre a 
descarboxilação em uma reação irreversível catalisada pela piru- 
vato desça rboxilase, Essa reação é uma descarboxilação simples 
e não envolve a oxidação do piruvato, A piruvato descarbcxilasc 
requer Mjr ' e tem uma coenztma firmemente ligada, a tiamina 
pirofosíato, discutida mais detalhadamente adiante. No segundo 
passo, por ação da álcool desidrogetwe, o acetaldeidb é reduzido 
a etanol, com o NÁDH derivado da atividade da glkeraJdeido-5- 
fosfato desidrogenase fornecendo o poder redutor. Portanto, em 
vez de Lactato, os produtos Suais da fermentação alcoólica são 0 
etanol e o CO> Á equação gerai da fermentação alcoólica é; 

Gliíotc + 2APP * 2P. * 2 eunoí * 2CÍ> ; + 2ATP + 2HrO 

Como na fermentação láctica não há variação liquida na relação 
do numero de á tomos de hidrogên io pa ra os de ca rbono, qu ando 
a glicose (relação H : C = 12/6 = 2)é fermentada duas moléculas 
de etanol c duas de CQ 2 (relação combinada H ♦ C = 12/6 = 2). 
Em todas as fermentações, a relação H J C dos reagentes c dos 
produtos permanece a mesma. 

A piruvato descarboxilase está característica mente presente 
nas leveduras de cervejaria e padaria e em todos os outros orga- 
nismos que promovem a fermentação alcoólica, Incluindo algu- 
mas plantas. O COi produzido na descarboxilação de piruvato 
pelas leveduras, de cervejaria é o responsável pela carbo natação 
caraterística do champanhe, Além das reações da fermentação 
alcoólica, a árte milenar da fermentação da cerveja envolve, tam- 
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bém, um grande número de outros processos enzimáticos ( Aden- 
do 15-2). Na panificação, quando a levedura é misturada com 
um açúcar fermentável, o COj liberado pela piruvato carboxilaie 
provoca o aumento de volume da massa panifteada, Essa enzi- 
ma está ausente nos tecidos de animais vertebrados e em outra» 
organismos, como também e$tã ausente nas bactérias do áddo 
láctico, que conduzem a fermentação láctica. 

A álcool desidrogen ase otá presente em muitos organismo» 
que meíabcdizam o álcool, incluindo o homem, No fígado hu- 
mano, ela catalisa a oxidaçtki do etanol, quer ele seja ingendo 
quer ele seja produzido por microrganismos intestinais, com a 
Concomitante redução do NAD* para NADH. 


A tiamina pírofosfato transporta 
grupos "aldeído ativos" 

A reação da piruvato descarboxilase oa fermentação alcoólica 
representa o nosso primeiro encontro com a tiamina pirofosfe- 
lo (TPP) (Fig, 1 5-9). uma co enzima derivada da vitamina Bj, À 
ausência dessa vitamina na dieta humana leva a uma condição co- 
nhecida como beribéri, caracterizada por acúmulo de fluidos cor- 
jxirats (inchaço), dores, paralisias e. em última instância, morte, 

A tiamina pi rn fosfato desempenha um importante papel na 
clivagem de ligações adjacentes a um grupo carbonila (como ocorre 
na rfescarboxíbçáo dos a-cctodddasl e nos rear ranjo s químico» 
envolvendo a transferência de um grupo aldeído ativado de um 
álomo de carbono para oútro í Tabela 1 5- 1), A parte funcional da 
tiamina pirofosfato é o ane) tiazol ( Fig. 15-9a). O próton em 02 
do and t relativamente ácido e a perda tírw próton ácido produz 
um Carbânion que é a espécie ativa nas reações dependentes de 
TPP ( Fíg, I5-9t}. Esse carhãnion facilmente se adiciona a grupo* 
carbonila e o anel tiazol é assim posicionado para agir como um 
"es. uadouro de elétrons’. que facilita forteroeme as reações. Como 
esta, <ie descarboxilação catalisada pela ptnivalo descarboxilase. 


As fermentações microbianas liberam 
outros produtos finais com valor comercial 

Embora o lactato e o etanol sejam os produtos comuns das fer- 
mentações microbianas, des não são os únicos possíveis. Em 1 910, 
Chaím Weizmann (posteriormente o primeiro presidente de Israel) 
descobriu que a bactéria Ctastridium acetobutyrkum fermenta o 
amido em butanol e acetona. Essa descoberta abriu o campo das 
fermentações industriais; nelas, alguns materiais ricos em carboi- 
dratos e de obtenção fácil e barata (amido de milho ou mcbçix 
por exemplo) são fornecidos a uma cultura pura de um micror- 
ganismo especifica o qual fermenta a referida matéria-prima em 
um produto de grande valor comemaL 
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Adendo 15-1 Glícólise rta presença de concentrações Imnitantes de oxigênio; 
atletas, jacarés e cela cantos 


Os vertebrados, em sua maioria, são organismos es 
sencialmente aerúbico* que primeiro convertem a 
glko$e em pinivato pela glicúlivc c, então* utilizan- 
do o oxigênio molecular, oxidam cnmptrtamenlr o 
pirava to até CO, e HC>- O catabolismo anaeróbia) 
da glicose ate árido láctico ocorre durante periotk» 
curtos de atividade muscular intensa, como por 
exemplo em uma corrida de ÍOCrn realizada em 
poucos segundos, durante os quais o oxigénio não 
pode ser levado aos músculos de forma suficiente- 
mente rápida para oxidar todo o piruvato. Assim, 
os muscuks utilizam a glicose armazenada (glico- 
gênio) como combustivd para produzir ATP por 
meio da Isrmentaç ào t com a produção de lactato 
como produto final. Dessa forma, em uma conida 
rápida. a concentrarão de lactato no sangue sobe a 
sabres muito altos. Esse lactato 4 reconvertido tem 
lamente em glicose peto fígado, por meio do pro- 
cesso de gJiconeogénestf (Capítulo L9), durante o 
período de repousu subseqUentc, quando o orga- 
nismo se recupera e o oxigênio i consumido de for- 
ma gradual mente decrescente até que o ritmo res- 
piratório volte ao normal. O excesso de oxigênio 
consumido durante o período dé recuperação re- 
presenta a reposição do débito de oxigênio, que ê a 
quantidade de oxigénio necessária para suprir ATP 
suficiente para regenerar ó glicogénio muscular e 
hepático, consumido na execução da intensa ativi- 
dade muscular durante a corrida, O rido de reações 
que indui a transformação da glicose em lactato no 
músculo e a reconversão date cm glicose no figa do 
4 chamado de rido dc Cari. O nome provém do 
casal. Cari Curi c Gerty Córi» que. nas décadas de 
1930 c 19-HQ. esludou e esclareceu essa via e d seu 
papel no metabolismo. 

De maneira geral, o sistema circulatório da maio- 
ria dl» vertebrados pequenos pode transportar oxi- 
génio aos músculos de maneira sutkiert temente rá- 
pida para evitar o consumo anaeróbico do glicogé- 
nki muscular. Por exemplo, « pássaros migradores 
frequentemente voam grandes distâncias em alta ve- 
locidade, sem descanso c sem entrar em débito de 
oxigénio. Muitos animais de porte moderado, capa- 
zes de corridas muito longas, tém metabolismo es 
senciaimenie atrobico em wui músculos esquele- 
licoi, Entretanto, nos animais de porte relativammle 
grande, inclusive no homem, o sistema circulatório 
não consegue sustentar compictamentç o metabo- 
lismo aeróbico de seus museu los esqueléticos du- 
rante um período de atividade intensa. Tais animais, 
geralmente, movem-se lenta men te 30 b circunstân- 
cias normais e desenvolvem atividade muscular in- 
tensa apenas diante de emergências muito graves. 
Isso porque tal tipo de atividade requer um período 
de recuperação muito longo para a reposição do 
débito de oxigénio, 

Gs crocodilos e os jacarés, por exempla, são nor- 
malmente lentos e letárgicos. Entretanto, quando 
provocados, esses animaU são capazes de atacar com 
a rapidez de um relâmpago e de desferir perigosos 


golpes com suai caudas poderosas. Essas explosões 
de atividade muscular intensa são cúrias e prensam 
ser seguidas por longo* pcfiudo* de recuperação. 
Durante a atividade muscular imensa, os estoques 
de glicogênio são consumidos dc maneira rápida e 
o Lactato atinge concentrações muito altas nos mus 
cuk» e nos fluidos rxirjcrtuLares. Enquanto um atle- 
ta treinado pode te recuperar dc uma corrida dc 
100m em 30min ou menosj um crocodilo, entre- 
tanto, após a explosão de atividade, pode necessitar 
de várias horas de repouso c consumo extra de oxi- 
génio para retirar o excesso de ácido láctico do seu 
sangue e regenerar o glkogèmo muscular. 

Outros animais de grande porte, como o deían 
te e o rinoceronte, tém problemas metabólicos se- 
melhantes, o que também ocorre com os mamífe- 
ros aquáticos que mergulham a grandes profundi- 
dades, como os boleias e as foca* Os dinossauros e 
outros animais pré-histórico* dc grande porte de- 
pendiam, provavelmente, da glLcóLise anaeróbica para 
obter a energia muscular necessária para suas ativi- 
dades, as quais deviam ser seguidas por longos perío- 
dos de recuperação, durante os quais ficavam vulne- 
ráveis ao ataque dc pequenos animais predadores, 
mais hábeis no emprego do oxigénio e mais adapta- 
dos á atividade muscular continua e prolongada. 

A exploração do fundo do mar tem revelado 
muitas espécies de vida marinha que sobrevivem a 
grandes profundidade*, onde a concentração de 
oxigénio csii próxima dc Jtéra Por exemplo, o cela- 
conto, um peixe primitivo encontrado por pesca- 
dores dos cosias da Afrkft do Sul a profundidades 
maiores que A .üOttm. 4 um peixe grande com mela- 
bolismo essenciatmeflie anaeróbico em praticamen- 
te todo* os seu* tecidos, o qual converte os cor boi 
dratos em Lactato c outros produtos: a maioria des 
sís produtos precisa ser excretada. Cunosamente, 
alguns vertebrados marinhos fermentam a gbcose 
até etanol e COj quando precisam obter energia na 
forma de ATP. 
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í Adendo 15-2 A fabricação da cerveja 


A cerveja é fabricada por fermentação alcoólica dos 
carboidratos presentes cios grãos de cereais {semen- 
tes) como a cevada, mas esses carboidratos, princi- 
palmente políssacarldeos» não são atacados pelas 
enzimas da via gUeolitica das células da levedura» as 
quais podem trabalhar apenas com monossacarí- 
deqs e dissacarídeoSr A cevada precisa sofrer primeiro 
um processo chamado de maltagem. As sementes 
do cereal sio deixadas germinar até formarem as 
enzimas apropriadas necessárias à hidrólise dos po- 
lissacarídeos da parede celular das sementes, bem 
como do amido e outros políssacarldeos da reserva 
alimentar. A germinação é, então, detida por aque- 
cimento controlado, o que impede a semente de 
continuar a crescer, O produto desse processo é o 
malte, o qual contém as enzimas amilase e maltase 
capazes de hidrolisar o amido até maltose, glicose e 
outros açúcares simples. O malte também contém 
enzimas especificas para as ligações p da celulose e 
outros políssacarldeos das paredes celulares das se- 
mentes da cevada» que precisam ser quebradas para 
permitir a ação da a- amilase sobre o amido conti- 
do no interior dos grãos. 

No passo seguinte» o cervejeiro prepara o mosto, 
u meio nutriente necessário à fermentação subse- 
qüente a ser realizada pelas células da levedura. Q 
malte é misturado com água e macerado. Isso per- 
mite que as enzimas formadas durante a prepara- 
ção do malte exerçam sua atividade sobre os polis- 
sacarideos do cereal e produzam maltose» glicose e 
outros açúcares simples, que são solúveis no meio 
aquoso. O material celular restante é separado e o 


mosto líquido é fervido com lúpulo para aromati- 
zá-lo, Então, o mosto é resfriado e aerado. 

Agora as células da levedura são adicionadas. No 
mosto aeróbico, a levedura se reproduz muita rapi- 
damente» empregando a energia obtida pela meta- 
bolização de parte dos açúcares existentes no meia 
Nessa fase não ocorre a formação de álcool, pois a 
levedura, tendo muito oxigénio à disposição, oxida 
o pirüvato formado pela glicólise no ciclo do ácidu 
cítrico até COj. e H 2 0. Quando todo o oxigénio dis- 
solvido existente no tanque de fermentação for con- 
sumido, as células da levedura passam a utilizar anae- 
robicamente o açúcar existente no mosto. A partir 
desse ponto, a levedura fermenta esses açúcares em 
etanol e dióxido de carbono, O processo de fermen- 
tação é controlado, em parte, pela concentração dc 
etanol que se forma, pelo pH do meio e pela quan- 
tidade de açúcar remanescente. Após a interrupção 
da fermentação, as células são removidas, e a cerveja 
bruta está pronta para ser submetida ao processa- 
mento final. 

Nos passos finais da fabricação da cerveja, é rea- 
lizado o controle da espuma, ou “colarinho", o qual 
é provocado por proteínas dissolvidas, Normalmen- 
te esse controle é feito pelo emprego de enzimas 
proteoliticas que aparecem no preparo do malte. 
Caso elas atuem durante um tempo prolongado 
sobre as proteínas da cerveja, esta produzirá pouca 
espuma, e se esse tempo de atuação for muito curto 
a cerveja ficará turva quando gelada. Algumas ve- 
zes, enzimas proteoliticas de outras fontes são adi- 
cionadas para controlar a espuma. 


Tabela 15-1 - Algumas reações dependentes da tia mi na pirofosfato (TPP) 
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Figura 1 5-9 - A tiamina prrofosfato (TPP) e seu papei 
na dascarboxitaçào do piruvato. A TPP é a forma de co- 
enzima da vitamina B, (tiamina). O átomo de carbono reati- 
vo no anel tiazof está mostrado em vermelho (a). Na reação 
catalisada pela piruvato descarboxilase, dois dos três carbo- 
nos do piruvato são transportados de maneira transiente 
pela TPP na fornna de hidroxietil ou "acetaldeido ativo". 
Este grupo "acetaldeido ativo" (b) é subsequentemente li- 
berado como acetaldeido (c). A divagem de uma ligação 
carbono-carbono geralmente deixa para trás um par de elé- 
trons livre em um dos produtos, denominado carbâmon. A 
forte tendência para formar uma nova ligação deixa o inter* 
mediário carbânion instável. O anel tiazol da TPP estabiliza 
os intermediários carbâmon provendo uma estrutura ele- 
trofilica (deficiente em elétrons), na qual os elétrons do car- 
bánion podem ser deslocai izados por ressonância, As estru- 
turas com essas propriedades são, em geral, chamadas de 
"escoadouros de elétrons" e desempenham um importan- 
te papel em muitas reações bioquímicas. Aqui, este pnncí- 
pioestá ilustrado para a reação catalisada pela piruvato des- 
carboxilase. No passo® o carbânion da TPP age como um 
composto nucleofílico e liga-se ao grupo carbonila do piru- 
vato. No passo (2) r após a desça rboxilaçáo é formado um 
carbânion. O anel tiazol age como um escoadouro de elé- 
trons, estabilizando o carbânion por ressonância. Após a 
protonaçâo com a formação de hidrgxieUl (passo é li- 
berado o produto da reação, o acetaldeido (passo @S. 


O metanol empregado em misturas combustíveis com a gasolina 
("gasohol” nos EUA) é produzido pela fermentação microbiana, 
assim como são produzidos os ácidos fòrmico, acético, propiôni- 
co, butírico, sucdnico e, ainda, os álcoois glicerol, Lsopropanol, 
butanol e butanediol Em geral, fermentações como estas são de- 
senvolvidas em grandes fermentadores fechados; neles, a tempe- 
ratura e 0 acesso ao ar atmosférico são ajustados para favorecer a 
multiplicação do microrganismo desejado e excluir organismos 
contaminardes (Fíg. 15-10). A beleza das fermentações industriais 
está no fato de transformações químicas complexas, com muitos 
passos, serem realizadas com grande rendimento e aparecimento 
de pouquíssimos produtos colaterais, por fábricas químicas que se 
aulo-reproduzem — as células microbianas! Em alguns casos é 
possível imobilizar as células em um suporte inerte, passar eonti- 
nuamenle o material inicial através desse leito de células imobiliza- 
das e coletar o produto desejado no efluente. O sonho dos enge- 
nheiros químicos! 


Vias Afluentes da Glicòlise 

Além da glicòlise» muitos outros carboidratos encontram seu 
destino metabólico na via glicolítica após sofrer transformação 
enzima tica e tornar-se um dos intermediários da glicòlise. Os 
mais significativos são o glicogénio e o amido, ambos polissacarí- 
deos de armazenamento, os dissacarídeos maltose, lactose» trea- 
lose e sacarose, e os monassacarideos ff u tose, manose e galado - 
se í Fíg, 15-11), 

O glicogênio e o amido são 
degradados por fosforõlise 

As unidades de glicose dos ramos externos da molécula do glico- 
génio e do amido ganham entrada na via glicolítica por ação 
seqUencial de duas enzimas: a fosforilase do glicogénio (ou da 
sua similar nos vegetais, a fosforilase do amido) e a fosfoglicomu- 
tase. A fosforilase do glicogénio catalisa a reação em que uma 



Figura 15*10 - Uma fermentação em escala industrial. Os microrga- 
nismos são cultivados em um grande vaso estenlizável contendo milharei 
de litros de caldo de crescimento, elaborado, basicamente, com uma subs- 
tância que é fonte barata de carbono e energia. As condiçòes são cuida' 
dosamente controladas e mcluem baixa concentração de oxigênio e tem* 
peratura constante. As células da levedura sâo separadas do meio de 
crescimento por centrifugação e os produtos da fermentação de valor 
comercial são recuperados das células ou do liquido sobrenadanie. 


ligação glicosídica (al-+4)» reunindo dois resíduos de glicose 
no glicogénio, sofre o ataque por fosfato inorgânico» removendo 
o resíduo terminal de glicose como tt-D-glicosc-1 -fosfato (Fíg. 
15-12). Essa reação de fo$foróIi$e, que Ocorre durante a mobili- 
T^çào intracelular do glicogénio armazenado, é diferente da hidrá- 
toe das ligações glicosidicas pela amilase> que ocorre durante a 
degradação intestinal do amido ou do glicogénio; na fosforólise, 
parte da energia da ligação glicósídica é preservada na formação 
do éster fosfórico, glicose- 1 -fosfato. 

O piridoxal fosfato é um co- fator essencial da reação da fos- 
forilase do glicogénio; o seu grupo fosfato age como um catali- 
sador ácido geral, promovendo o ataque pelo Pj da ligação glico* 
sídica, (Um papel muito diferente do piridoxal fosfato como um 
co- fator no metabolismo dos aminoácidos será descrito em de* 
talhes no Capítulo 18.) 



Piridoxal fosfato 


A fosforilase do glicogénio (como também a fosforilase do 
amido) age repetitiva mente nas extremidades náo- redutoras dos 
ramificações do glicogénio (ou da amilopectina), até que seja 
atingido» num ponto distante, quatro resíduos de uma ramifi* 



Figura 15-11 - Formas de entrada do glicogénio, do amido, dos dissacarídeos e das hexoses na fase de preparação da glicúlise 
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Figura 15-12 - Remoção d* um resíduo terminal de glicose da ponta oio- redutora da cadeia do glicogênio 
pela ação da losfonkir do glicogénío Es»? p«kmso * rçpemivo. removendo. suceravamente. os resíduos de 
glicose até ser atingida a quana unidade de glicose coniada a partu de um ponto de ramikõção kep Fig. 15-131 A 
amiiopearna è degradada de uma lorma similar peta loUor Jase do amido 


cação (al-*6) (veja Fig, 9-15), Aqui cessa a ação da fosfonlase 
do gíicogénio ou do amida A continuação da degradação pode 
ocorrer apenas depois da ação de uma “encima de desramifka- 
ção” ou oligo tdl ~*6) para (al -M) gjkaisotransferase, que ca- 
i alisa as duas reações sucessivas que removem as ramificações 
iFig. 15-13), 

A glicose - 1 -fosfato, o produto fina! das reações de los for lí a 
se do gticogénio e do amido, é convertida em giicose-ó-tbsfata 
pela fosfoglkumutase. que catalisa a reação reversível 

Glicose- 1- fosfato t * glicose- 6- foafato 

A fosfogliçomutase requer como co-fàtor a glicose- 1,6-bifosfa- 
to; o seu papel é análogo àquele do 2,3-bifbsfügLiceratO na rea- 
ção catalisada pela íòsfogHcerainmulãse (veja Fig. 15-6). À fcs- 
foghcomulase» como a fosfogliceratomulase, recicla entre as for- 
mas fosforiladas e não-fosforiladas. Km rd amo, no rido catalítico 
da fosfoglicomutase é um grupo hidroxila de ser: na. presente no 
sitio attvovque è transitoriamente fosíorilado (enquamo na fos- 
Ibgliceralomutase o miJuú de aminoácido participante é o da 
histidina), 

Outros monossacarídeos entram 
na via glícolítka em vários pontos 

to maioria dos organismos, várias bewses diferentes da glicose 
podem sofrer a glicõlise. apôs suas respectivas conversões para 
um derivado fbsforilado. A D-frutctòc, presente em muitas fru- 
tas na forma livre e formada pela hidrólise da sacarose no intes- 
tino delgado» pode ser fosforilada pela hexoquinase, que age em 
várias hexoses diferentes: 

Frutuse + ATP — *■ frutoM.- -ft- fosfato + ADP 

Essa é uma via importante nos músculos e rins dos vertebrados. 
No fígado, entretanto, a. frutose entra na glicólise por uma via 
diferente A enzima hepática frutoqufnue catalisa a fosforiJaçâo 
da fruto MT. não em C-6, mas em C- lí 

Frulose + ATP ^ » Írutoíc - 1 -fasfita + ADP 


A frutose- 1 - fosfato é então quebrada ao meto para formar glke- 
raldrkio e dikimríacetoru fosfato pela fhrtose-l-fosfito nldoUw: 
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A d iidroxi acetona fosfalu é convertida em glkerddei do- 3 -fos- 
fato pela enzima glkolílica iriose fosfato i som era ve. O glk cr al- 
deído é fosforilado pelo ATP a giiceraldeido-3-fosfaio pela açfai 
da t rio-se quinase: 

Gkeraklrido + ATP ^ » gkttaWodo-Vfmfiio - ADP 
Assim, os dois produtos da hidrólise da frutose entram na via 
gJicolitica como glkcta)dddo-3-fbsíato. 

A D-galactose, derivada por hidrólise do dissacarfdeo lacto- 
se (açúcar do leite lí é primeiro fodbrilada pelo ATP em Ol por 
meio tia enzima goJacloquínue ; 

Gdactase + ATP — * gilactose-t-frafat» +■ ADP 

A galactose- 1- fosfato é convertida, então, no seu eptmem em 04» 
a glicose- 1 -fosfato» por um conjunto de reações nas quais a uridi- 
na d i fosfato (UDP) funciona de forma semelhante a uma coenzi- 
ma como transportadora de moléculas de hexoses (Fig. 15-14). 

Hxi&tem várias doenças genéticas humanas nas quais o me- 
Idholismo da gakçtose está afetado, Na forma mais comum de 
galactusemia, a enzima UDP-glicose: galactose-l-fosJãtO uridil- 
transferase é geneticamente defeituosa, impedindo a conversáo 
global da gaJactose em glicose. Outras formas de galactosemia 
resultam quando ou a galacloquinase ou a UDP-gücose-4-epi- 
merase é geneticamente defeituosa. 
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Figura 15-13 - Qu+br* do glkogfrnío próximo a um ponto óm rMV- 
ficaçio (oI-hhS) E rr\ «gudã â TEmoçào seqüenqaJ de rewXKrt temr*- 
rw deglicowpela tosfonlase dogleogônio (vsisfig iS-l^âKdán 
de gkme prónmos do ponto de ramsffcaçãG são por um pro- 

cssx pn duas eUDds, pue fteaasfíã de ima enzima brfunçvrvE. s en&- 
ma de ctevamiíicaíâo frwrmm, a atrwdade de transfera» óã enrima 
muda Lfp bloco de ti#s resíduos de gko» do ponto de ramrf <*^o para 
jT.a ponto não-redutor a próxima, e ai são presos por uma ítgação ta 1 -*A) 
Q únco rçsidOo de glicose que permanece no ponto de ramificação uni- 
do por ligação (a 1 h»É) p. agora, liberado como qkose peia atividade 
dHfanmfoadora (o ! -*6} ghcosidase Nesta figura, os resíduos de gkO» 
são mostrados em fornia simplificada 




OH OH 


Figuri 15-14 - Via de conwnk da o-galactose- 1 -fosfata em D- 
g I nos#- 1 -fosfato A cxvrversão ocorfe por meo de um bermado açúcar- 
nudeotídec, UPP-gatoaoK, que t formado quando gatoctose-i -fosfato 
desloca a gkose-1-lostolo da üDP-gkose A UDP-gateciose è então con- 
vertida em UDP-glicose pela UOP-gi^ose-A-ep-merase A UDP-gkose é 
regenerada por meio de um novo ciclo das mesmas reações O efeito 
liquido desse otío è a tonvmão da galaclose- Mosfato em gíicose-l- 
1 osl ato. não ha nem produção nem consumo liquido f mal de UDP-galaç- 
lose ou UDP-gPIcose 


A li-nuimsc, que surge da digestão de vários polissncaridcos 
e de glicopmtflniis presentes na alimentação» pode ser fosforita- 
da em C-6 peia hexoquinase: 

Mamjw + ATP — — * mimott^-fcéfató + ADP 

A seguir a ma nasç-6* fosfato é isomerizada pela ação dj íosfo 
manose isomcra.se. para Liberar a frutose-ô-fosfialo, um inter- 
mediário da glkúUse. 


Os polissatarídeos e os dissacarideos ingeridos na 
alimentação são hidrolísados em monossacarídeos 

Para muitos seres humanos, o amido é a fonte principal de car- 
boidratos, Sua digestão começa na boca, onde a a-amilase salivar 
hidmlisa as ligações glicosfdícas internas produzindo fragmen- 
tos polissacandicos pequenos denominados oligossacarideos. No 
estômago, a amilase salivar é inativada pelo pH fortemente áci- 
do» mas uma segunda a-amilase, secretada pelo pâncreas no duo- 
deno, continua o processo de hidrólise do amido. A ação da ami- 
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lase pancreática produz principalmente; maltose (o dissacarí- 
deo formado por a(l->4) glicose) e oligossacarídeos chamados 
dextrinas; estas 'são fragmentos da amilopeclina contendo os 
pontos de ramificação <x{l— >6). A maJtose e as dextrinas são 
degradadas por enzimas do epitélio intestinal 'em escova* (as 
microvilosidades assemelhadas a dedos recobertas pelas células 
epiteliais do intestino e que aumentam muito sua área de super- 
fície). O gjicogénio ingerido tem, em essência, a mesma estrutu- 
ra da amilopectina e sua digestão ocorre na mesma forma. 

Ds dissacarideos precisam ser hidrolisados em monossaca- 
rídeos antes de penetrar nas células. Os dissacarideos intestinais 
e as dextrinas precisam ser primeiro hidrolisados peias enzimas 
localizadas na superfície externa das células epiteliais que reco- 
brem o intestino delgado. 

Dextrina + rH^O |[;:<||i||mL > n D-glicose 

MaJtose + H-0 m;1 | tih ., * 2 D-glicose 

Lactose + H,G — — > u-gakctose + l>-glitose 

Sacarose +■ H ; 0 w .. arillw » D-frutose + D-glicose 

lírealose - H 2 0 - — ;|K . > 2 O-glicose 

Assim formados, os monossacarídeos são transportados para o 
interior das células epiteliais e, a partir delas, eles passam para a 
corrente sanguínea, sendo então transportados até os diferen- 
tes tecidos onde são fosforilados e introduzidos na sequência 
glicolítica. 

A intolerância à Lactose é uma condição comum entre adul- 
tos da maioria das raças humanas, com exceção das originadas 
no norte europeu e algumas africanas, e é causada pelo desapa- 
recimento, depois da infância, da maior parte ou de toda ativi- 
dade de lactase das células intestinais {Fig. 15-15). Dessa forma, 
a lactose não pode ser digerida e absorvida completamente no 
intestino delgado e é convertida pelas bactérias presentes no in- 
testino grosso em produtos tóxicos que causam dores abdomi- 
nais e diarréia. Mas partes do mundo onde a intolerância à lac- 
tose tem incidência muito alta, o leite não é ingerido como ali- 
mento pelos adultos, embora derivados do leite pré -digeri dos 
com lactase sejam oferecidos comercialmente. Em algumas doen- 
ças humanas, várias, ou mesmo todas, dissaearidases intestinais 
estio ausentes. Nesses casos, os distúrbios digestivos provoca- 
dos pela ingestão de dissacarideos podem ser minimizados por 
medidas dietétieas. 


Regulação do Catabolismo 
dos Carboidratos 

O catabolismo dos carboidratos fornece ÀTP e uma variedade 
de precursores para diferentes processos biossintéticos, Ê cru- 
cial para a célula manter uma concentração suficiente de ATP 
em nível quase constante, independentemente de quanto com- 
bustível é empregado para produzir esse ATP e independente- 
mente da velocidade com que ele é consumido. Da mesma for- 
ma, os precursores biossintéticos derivados do catabolismo dos 
carboidratos (por exemplo, a frutose-6- fosfato para a síntese da 
glkosamina ou o 5-fosfnglicerato para a biossíntese de aminoá- 
cidos) devem ser fornecidos em quantidades adequadas. Um or- 
ganismo que sofre uma variação nas circunstâncias em que vive, 
como durante um período de atividade muscular aumentada, 
uma disponibilidade diminuída de oxigênio, ou ingestão alimen- 
tar diminuída de carboidrato, precisa alterar seus padrões cata- 



Figura 15-15 - Atividade de lactase nas células epiteliais do intes- 
tino Apesar de todas as crianças possuírem a lactai intestinal muitas 
pessoas cessam de produzi-la quando chegam à idade adulta e. por isso, 
passam a ser intolerantes á lactose. A enzima lactase, uma dissacaridase 
do epitélio intestinal, pode ser detectada pelo tratamento de uma fina 
secção do tecido intestinal com um anticorpo aue se liga especificamen- 
te à enzima. Os anticorpos são visualizados ao microscópio eletrónico 
pela ligação, a eles, de partículas çoloidais de ouro; estas são eletronica- 
mente densas e aparecem como pontos negros nas eletromicrofotografias. 
ía) 0 tecJdo de um adulto cujo intestino reteve altos níveis de iactase. As 
microvilosidades estão fortemente mancadas pelos anticorpos que detec- 
tam a lactase. íb) As microvilosidades intestinais de um indivíduo adulto, 
com intolerância á lactose, são muito menos marcadas com os anticor- 
pos contra a lactase. 


bólieos para mudar o fluxo de combustível e, possivelmente, a 
fonte desse combustível, mobilizando as fontes de reserva desti- 
nada ao uso em tempos de necessidade. Essas mudanças nos 
padrões catabólieos são realizadas pela regulação de enzimas- 
chave nas vias catabólicas. Na glicólise do músculo e do tecido 
hepático, quatro enzimas desempenham papéis reguladores; a 
fosforilase do glicogénio, a hexoquinase, a fosfofrutoquinase- 1 
e a píruvato quinase. Discutir a regulação da glicólise envolve, 
necessariamente, alguns detalhes do processo recíproco e tam- 
bém regulado da síntese da glicólise (gliconeogénese), a qual será 
amplamente discutida no Capitulo 20, 

Antes de descrever a regulação do catabolismo da glicose, 
vamos considerar alguns princípios que se aplicam à regulação 
de todas as vias bioquímicas. 

As enzimas reguladoras agem 
como válvulas metabólicas 

Os organismos adultos, embora não estejam em equilíbrio com 
o meio ambiente, passam a maior parte do tempo em um estado 
estacionário. A ingestão constante de combustíveis e outros nu- 
trientes e a liberação contínua de energia e produtos de degra- 
dação permitem ao organismo manter uma composição cons- 
tante. Quando o estado estacionário é perturbado por variações 
nas circunstâncias externas ou de suprimento de combustível, 
os fluxos temporariamente alterados pelas vias metabólicas in- 
dividuais disparam mecanismos reguladores intrínsecos a cada 



uma dessas vias. O efeito final de todos esses ajustes é fazer o 
organismo retomar ao estado estacionário, ou seja, conseguir a 
homens taxe. Devido ao papel centra! do ATP n*i atividades ce- 
lulares, a evoJuçia produziu enzimas catabólkas com propne- 
tlode* reguladoras que asseguram uma alta concentração de ATP 
no estado estacionário (o termo "alta" deve, nole contacto, ser 
entendido em rdação ás concentrações dos produtos da quebra 
do ATP, oti seja* do APP c do AMP). 

O fluxo através de uma via bioquímica depende dos ativida- 
des das enzimas que catalisam cada reação Para algumas das 
enzimas em uma vía como a glicólise, a reação que catalisa está 
essencial mente em equilíbrio no interior da célula: a atividade 
de tais enzimas é sufidememente alta para permitir que o subs- 
trato seja convertido em produto tio rapidamente quanto esse 
substrato é suprido. O fluxo por meio desse passo é essencial- 
mente limitada pelo substrato — è determinado pela concentra- 
ção instantânea do substrato. 

Outros reações celulares estão muito longe do equilíbrio. Na 
via glicolítko, o valor da constante de equilíbrio (JT^) para a 
reoçfto catalisada pd* fosfofmtoquinase- 1 está próximo de 150, 
porém a relação das massas [fmtose-l T 6-bifosfaln||ADF]/[fn]- 
tose fe fosfato i [ATP ! em uma célula típica no estado estaciona 
rio é, aproximadamente, 0,tM (as concentrações intracelulares 
de algumas enzimas e reagentes glicolí ticos são apresentadas na 
Tiihda 15-2). A reação está tio longe do equilíbrio porque a ve- 
locidade de conversão da frutose-6- fosfato em frutose-^ó-bi- 
fosfato é limitada pela atividade de PFK-1. A produção aumen- 
tada de frutose-6- fosfato pelas enzimas precedem es na via gli- 
culitica não aumenta o fluxo por meio desse passo e leva, assim, 
ao acúmulo do substrato, a fru tose- ó-fos tato, Assim a PFK- 1 
funciona como uma válvula, regulando o fluxo de carbono por 
meio da glicólise; aumentando a atividade dessa enzima (por 
ativação olõsténca, por exemplo), aumenta o fluxo global atra- 
vés da via, O fluxo metabólico através dessa via é determinado 
náo peia lei da açàa das massii (pelas concentrações de substra- 
to e produto), mas pelj "abertura" dessa válvula. 

Em todas os vias metabólica* há pelo menos uma reação que, 
na célula, devido ã atividade rebt ivamente baixa da enzima que 
a catalisa, está muito distante do equilíbrio { Hg. 15-16). A velo- 
cidade dessa reação náo é limitada pela disponibilidade do subs- 
trato, mas apenas pela atividade da enzima. Diz-se que essa rea- 
ção é enzimaticamente limitada, e, porque sua velocidade limita 
a velocidade de toda a scqüénria de reações* o passo é chamadu 



Figura 15-16 - A regulação do fluxo em vi» de muitos passos Esta 

regulação ocorre nos passos 04a vetooõade e enzimjtcarrente himtada 
Coda desses passos fteta aldrabadas) é T em geroL «fgOftaOl e n efe 
0 subsiroto não está em equrlfcno mm o produto porque a reação caía*w- 
da enjvnatcameoíe ê retaiHarneme tenta O substrato para essas reações 
tende a ac umifiar-se, assjm como a égua de um no atumula-se atras de 
ema represa O mats lento desses passos limitados eruimatícamen» í 
o passo que l*n ita à velot idade do processo toidi As reações srtuodas entre 
passos limitados enzimancamente são mats rápidas p em cada uma delas 
(setas azuis) o substrato e o produto estão essenâllmente nas suas concen- 
trações de equilíbrio; estas reações são limitadas pelo substrato, No estado 
estacionário, todas as reações na sequência ocorrem na mesma velocidade 
p esta è determinada pelo passo limitam? da velocidade. 


Tabela 15-1 - Concantrarta» dteólkg de enaím» a (fnarmediánof da via glJcnlitica no músculo 
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160 
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GlMTraideldõ-3-loslaftõ 

ao 

Énõtose 

540 
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50 

ftruvato quinase 

170 

3-fosfoglicera5o 

200 

Lactato desidrogenase 

300 

2-fosfoglicerato 

20 

Fosfoglicomutase 

32 

Fosfoenolpiruvato 

65 



Piruvató 

300 



Lactato 

3.700 



ATP 

8.000 



ADP 

600 



P. 

8000 



HAD r 

540 



NAOH 

50 
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de passo Hmitonte da velocidade da via. Em geral, esses passos 
limiUnte* da velocidade slo reações muito exergómcas e, nas 
condições celulares, essencial mente irreversíveis. Aí enzimas que 
catahsam esses passos exergômcos, limitantes da velocidade , sdP 
comumertieos alvos da regulação metabólica. Em adição J regu- 
lação aloslérica muito rápida dentro das células individuais* os 
organismo*. multicelulares empregam sinais hormonais mais 
tentos para coordenar as atividades metabólicas dos diferentes 
tecidos c órgãos I Capitulo 23), A ação hormona] altera a ativi- 
dade de enzimas-chave, dentro de segundos ou m imito*. Quan- 
do as drcutmlncias externas mudam em u ma escala de tempo 
maior, como por exemplo a alimentação de uma pessoa muda 
prinopàlmetiír de gordurosa para prindpalmeme açucarada, os 
ajustes do fluxo através das vias especificas são realizados por 
mudanças nas velocidades de síntese e degradação das próprias 
enzimas reguladoras, o que representa o nível de controle mais 
lento (Capitulo* 27 e 28). 

Muitas enzimas reguladoras estão situadas em pontos criti- 
co* do metabolismo; suas atividade* determinam a alocação de 
um metabóEilo para cada uma das várias vias, através das quais 
ele pode passar, Pot exemplo, a glicose-6- fosfato pode ser meta- 
balizada quer peia glicólise quer pela via das pen toses fosfato 
{descrita ainda neste capítulo }. Em cada uma dessas vias, a pri- 
meira enzima (a fosfofrutoquinase-l e a glicose-G- fosfato desi- 
d roge n ase, respectivamente) é exclusivamente dela e catalisa o 
passo “decisivo 11 para □ substrato, isto é, o passo que decide o 
destino metabólico deste. Ambas são enzimas reguladoras e res- 
pondem a uma variedade de reguladores alostéflcos que sina li 
zam a necessidade por produtos em cada via. 

As célula* sào, em geral, enzimaticamente capazes dc de- 
senvolver tanto o catabolismo de uma molécula complexa em 
produtos mais simples quanto a conversão anabóHca desses pro- 
dutos na molécula inicial, A glicólise degrada a glicose até pim- 
va«o; a gliconeogènee converte pinivato em glicose. Vias caia- 
bólica* e anabóticas paralela* freqtientemente empregam mui- 
tas das mesmas enzimas, em geral acudas que calalbam reações 
facilmente reversíveis. A (bsfogliceraiomiitase, por exemplo, age 
nas duas vias, glicólise e gliconcogénese. Entretanto, a* vias pa- 
ralelas empregam, quase mvariavdmeute, ao menos uma enái- 
ma ru direção catahóhca diferente da enzima que catalisa a rea- 
ção reversa, na direção anabólica. Essas enzimas distintivas são 
pontos de regulação das duas vias opostas. As reações catalisa- 
das pela* enzimas específicas da via são, geralmente, reações exer- 
gúnkask irreversíveis sob condições celulares e fora do equilí- 
brio no estado estacionário: elas são limitadas euzimaiicamcn- 
te e não limitada* pdo substrato. Dispor de enzima* separadas 
para a via caiabóüca e para a via anabólica permite separar a 
regulação do fluxo cm cada uma das direções, evitando « o des- 
perdício de um "rido fútil' 1 que resultaria se fosse permitido 
que ocorressem simultaneamente a quebra e a ressintese com 
consumo de energia de um mesmo composto. As enzimas re- 
guladoras que controlam a velocidade de quebra dos carboi- 
dratos através da via glicolltica ilustram estes princípios gerais 
de regulação metabólica. 

A glicólise e a gliconeogênese slo 
regulada* de maneira coordenada 

Muitos organismos conseguem sintetizar a glicose a partir de 
precursores mais simples como o piruvato ou o lactato, Nos 
mamíferos, esse processo, chamado de gliconeogênese, ocorre 
primariamente no flgado e sua função é prover glicose para ser 
exportada para outros tecidos, sempre que as demais fontes dc 
glicose estiverem exauridas. A gliconeogênese emprega a maio- 


ria das enzimas que atuam na glicólise, mas n lo é a simples re- 
versão da via glicolltica, Sele das reações da via glicolítica são 
livremente reversíveis e as enzimas que catalisam essas reações 
também atuam na neoglicogénese. Trés reações da glicólise são 
lào exergónicas q ue são lambem esscnciálmente irreversíveis: são 
as reações catalisadas pela hexoquinase, pela 3 J FK - 3 e pela piru- 
vato quinase. O fluxo neoglicogcnético contorna cada um des- 
ses passos irreversíveis; por exemplo, a conversão da írutose- l T ó- 
bi fosfato em fmtose-6-íosfaio é catalisada pela frutose-l^-bi- 
fosfaíase (FBPksc^l) (Fi& 15-17). 



Figura 15-17 - A reação da glkõneâgéncst que contorna a reação 
irreversível da glicólise da fosfafrutoquknase-1. A conversão da fm- 
tase l p 6 bif osfato em frutose-G-fosfato è catalisada pela frutose-1 r 6-bi- 
fosfatase {chamada de FBPase-t para dlsilngui-lé de uma enzima similar 
que atua na gliconeogfinew, veja Tabela 20-2). 

Para prevenir um ciclo dissipador de energia, no qual a glico- 
se é simultaneamente degradada pela glicólise e sintetizada pela 
neoglicogénese, as enzimas que pertencem unicamente a cada 
uma das vias são reguladas de maneira recíproca por efetores 
alostéricos comuns. A fruiose- 2 fosfato, um potente arivador 
da PFK-1 e, portanto da glicólise, é um inibidor da FBPase-] e, 
portanto, da gliconeogénese. 

O glucagon, um hormônio liberado pdo pâncreas para si- 
nalizar níveis baixos de glicose no sangue, faz baixar o nível de 
íruEose-2.6-bifo$fato no fígado, diminuindo assim o consumo 
de glicose pela glicólise e estimulando a produção dela pela gli- 
toneogènese; o fígado libera essa glicose no sangue. Retomare- 
mos a essa regulação coordenada em uma discussão mais com- 
pleta no Capitulo 20. 


O 



FratOJC- 2 .A-hi fosfato 


A frutose-2,6-bifosfato è encontrada em todos os animais, 
nos fungos e em algumas plantas, mas não em bactérias. Ela es- 
timula a atividade da PFK-1 em todos animais e na levedura. 
Nas plantas, a frutose-2,ó-bifoafato regula o metabolismo dos 
carboidratos ativando a fosfofrutoquinase dependente de PP; que 
é responsável pela formação de frutose - 1 ,6*bi fosfato durante a 
glicólise tpág. 413), ma* d a nâo ativa a PFK-1 ATP dependente 
do* vegetais. A PFK-1 dos vegetais, entretanto, é fortemente ini- 
bida pelo fosfoeiiolpiruvato, um inlcrmcdiário glicolitico pos- 
terior à fmtose- 1 ,6-bífosfa lo na via metabólica. 
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A fosfofmtocitilnase-l é controlada 
por regulação alostérica complexa 

A glicose-6-fosfalo pode fluir tanto para a glkolise como para 
uma daí vias oxidativas secundárias descritas, posteriormente, 
neste capítulo. A reação irreversível catalisada pela PFK-l é o 
passo que compromete a célula com a metabolização da glicose 
por meio da glicólise, Fm adição aos sítios de ligação para seus 
substratos, a frutose-6-fosfato e o ATP, essa enzima complexa 
tem vários sítios de regulação nos quais ativa dores ou inibido- 
res alostérkos podem se ligar. 

O ATP náo é apenas o substrato para a PFK- 1 , mas também 
o produto final da via glicolítka. Quando niveís altos de ATP 
sinalizam que a célula está produzindo ATP mais rápido do que 
o consome, o ATP inibe a PFK-l Ligando-se a um sítio alostéri- 
co e diminuindo a afinidade da enzima pelo seu outro substra- 
to, a frutose-6-fosfato (Fíg. 15-18). Quando o consumo de ATP 
ultrapassa a sua produção, o A DP e o AM P aumentam de con- 
centração e agem alosterícamente para diminuir essa íníbiçlo 
pelo ATP. Esses efeitos se combinam para produzir atividades 
maiores da enzima quando a frutose-6- fosfato, ADP ou AMP 
aumentam de concentração e para baixar a atividade quando o 
ATP se acumula, 

O citrato (a forma ionizada do ácido cítrico), um interme- 
diário-chave na oxidação aeróbica do piruvato (Capítulo 16), 
também age como um regulador alostérico da PFK-l i concen- 
trações altas de citrato aumentam o efeito Inibidor do ATP, re- 


duzindo ainda mais o fluxo da glicose por meio da glteólise. Nesse 
caso, como em vários outros que serão descritos mais adiante, o 
nível de citrato funciona como um sinal intracelular de que as 
necessidades metabólicas por energia ç por intermediários es- 
tão sendo satisfeitas adequadamente. 

Q regulador alostérico mais significativo da PFK-J é a fru- 
tose-2,6-bifosfato que, como foi observado anteriormente, ati- 
va fortemente a enzima. 

A hexoquinase é inibida 
alosterícamente pelo seu produto 

A hexoquinase, que catalisa a entrada de glicose lívTe na via gli- 
coHtica, è outra enzima reguladora. A hexoquinase dos miócitos 
tem uma alta afinidade pela glicose (ela está meio saturada em 
concentrações de 0,1 mM de glicose). A glicose que entra nus 
miócitos a partir do sangue (no qual as concentrações de 
glicose são 4 a 5mM) produz uma concentração intracelular de 
glicose suficientemente alta para saturar a hexoquinase, de tal 
forma que ela normal mente atua na sua velocidade máxima. A 
hexoquinase muscular é inibida aiostericamente pelo seu pra- 
duto, a glicose-6- fosfato, Sempre que a concentração de glicose- 
6-fosfato no interior da célula aumenta acima do seu nível nor- 
mal, a hexoquinase é inibida de forma temporária e reversível, 
colocando a velocidade de formação da glicose-ó-fosfato em equi- 
líbrio com a sua velocidade de utilização e restabelecendo o es- 
tado de equilíbrio estacionário. 



Figura 15-18 - A fosfofrutoquínase-l e sua regulação, (a) Modelo 
em fita da estrutura tridimensional dafosfofrutoquinase-1 da E. cob í, mos- 
trando duas de suas quatro sub unidades idênticas. Cada subuntdade tem 
o seu próprio sítio catalítico, onde o ADP (azul) e a frutose-l.^-bifosfato 
(amarelo) estão quase em contato mútuo, e seus próprios sítios de li- 
gação para o ativador alostêrico: o ADP (azul),, localizado na interface 
entre as subunidades. (b) A regulação alüstãnca da PFK-í de músculo 
pelo ATP mostrada por meio de uma curva de variação da atrvidade em 
função da concentração do substrato, Em concentrações baixas de ATP r 
o Kxí ípág. 216) para a frutose-6-fosfato é relativamente pequeno, per- 
mitindo â enzima funcionar com altas velocidades em concentrações ne- 
latrvamente pequenas de frutose-fi-fosfato. Em concentrações altas de 
ATP: o Kc ',5 para frutose-6-fosfato aumenta drasticamente, como indica- 
do pefa relação s-gmõide entre a concentração do substrato e a atividade 
enzimática. (c) Um resumo esquemático dos reguladores que afetam a 
atividade da PFK-V Aqui os símbolos são os mesmos empregados ao 
longo deste livro: @ para inibição, ^ para ativação. 


ATP AMR AUF 


Frutme-Ê-fosfato +■ ATP 




citrato Fnitosf-2,(i- 
bifuhfutu 


FruiosÊ- ] ,ó bi fosfato - ADP 


(c) 
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Os mamíferos possuem várias fôrmas de hexoquinase, e to- 
das elas catalisam a conversáo de glicose em glico&e-É-fesfato, 
Proteínas diferentes que catalisam a mesma reação são chama- 
das de isorimas (Adendo 1 5-3), As diferentes isozimas do fígado 
e do músculo refletem os diferentes papéis desses órgãos no 
metabolismo dos carboidratos: os músculos consomem a glico- 
se empregando-a para a produção de energia* já o fígado produz 
e distribui a glicose para os demais tecidos. À isozima da hexo- 
quinase predominante no fígado é a hexoquinase D, também 
chamada de glícoquinase, que difere das isozimas das hexoqui- 
nases do músculo em dois importantes aspectos, 

Primeiro, a concentração de glicose na qual a giicoquinase 
está meio saturada é muito maior, perto de lfrmM, que a con- 
centração usual da glicose no sangue. Como a concentração de 
glicose no hepatócito é mantida em valores próximos daqueles 
existentes no sangue, graças a um eficiente sistema de transpor- 
te de glicose, essa propriedade da giicoquinase permite a sua re- 
gulação direta pelo nível de glicose sangüínea. Quando a con- 
centração da glicose no sangue está alta, como logo após uma 
refeição rica em carboidratos, o excesso de glicose sangüínea é 
transportado para o interior dos hepatódtos, onde a glicoquí- 
nase o converte em glicose-6- fosfata 


Segundo, a giicoquinase não é inibida pelo seu produto de 
reação, a glicose -6- fosfato, mas por seu isòmero, a frutose-ó- fos- 
fato, a qual está sempre em equilíbrio com a glicose-6-fosfato 
devido à ação da enzima fosfoglicose isomerase, A inibição par- 
dal da giicoquinase pela ffutose-6-fosfato é mediada por uma 
proteína adicional, a proteína reguladora, Essa proteína regula- 
dora também tem afinidade pela frutose-1 -fosfato e compete com 
a frutose-ó-fosfato, cancelando o seu efeito inibidor sobre a gli- 
coquinase, Como a frutose-1 -fosfato está presente no fígado 
apenas quando há frutose no sangue, essa propriedade da proteí- 
na reguladora explica a observação de que a frutose ingerida es- 
timula a fosforilaçâo da glicose no fígado. 

As células pancreáticas p, responsáveis pela liberação da in- 
sulina quando os níveis de glicose sobem acima do normal, tam- 
bém contém giicoquinase e a proteína reguladora, 

A piruvato quinase é inibida pelo ATP 

Nos vertebrados existem ao menos três formas isozimãticas da 
piruvato quinase* elas apresentam entre si pequenas diferenças 
na distribuição nos diferentes tecidos e na resposta aos modu- 
ladores alostéricos. Altas concentrações de ATP inibem a piru- 
vato quínase adostericamente, diminuindo a afinidade da enzi- 


Adendo 15-3 Isozimas; proteínas diferentes que catalisam a mesma reação 


I 


As várias formas de hexoquinase encontradas nos 
tecidos dos mamíferos são um exemplo de uma si- 
tuação comum, na qual a mesma reação é catali- 
sada por duas ou mais formas moleculares diferen- 
tes de uma mesma enzima. Lssas formas múltiplas, 
chamadas de isozimas ou isoenzimas, podem ocor- 
rer na mesma espécie, no mesmo tecí do. ou até 
mesmo na mesma célula. As formas variadas da 
enzima geralmente diferem nas suas propriedades 
cinéticas ou reguladoras, no tipo de co- fator que 
empregam (NÍADH ou NADPH para as isozimas 
desidrogenases, por exemplo) ou na sua distribui- 
ção subcelular (solúvel ou ligada à membrana). As 
isozimas comumente têm seqüências de aminoáci- 
dos similares, embora não idênticas, e em muitos 
casos elas claramente compartilham a mesma ori- 
gem evolucionária. 

Lima das primeiras enzimas que se demonstrou 
possuir formas isozímicas foi a lactato desidroge- 
nase (LDH) (pãg. 419). A LDH ocorre nos tecidos 
dos vertebrados em pelo menos cinco formas isozí- 
micas separáveis por eletroforese, Todas as isozimas 
LDH contêm quatro cadeias polipeptídicas (cada 
uma de M r 33.500), mas as cinco isozimas contêm 
diferentes proporções das duas formas de polipep- 
tídeos que diferem em composição e seqüência. A 
cadeia A (também designada M para músculo) e a 
cadeia B (também designada H, da palavra em in- 
glês: ‘"hearfí', “coração”) são codificadas por dois ge- 
nes diferentes. No músculo esquelético, a isozima 
predominante contém quatro cadelas A, e, no cora- 
ção, a isozima predominante contém quatro cadeias 
B. As isozimas da LDH em outros tecidos sâo uma 
mistura das cinco possibilidades, que podem ser de- 
signadas Aj, A^B, AjBi. ABj e B 4 . As diferentes iso- 


zimas da LDH têm valores de e de signifi- 
cativamente diferentes, particularmente para o pi- 
ruvato. As propriedades da isozima de LDH A4 fa- 
vorecem a redução rápida de concentrações baixas 
de piruvato em lactato no músculo esquelético, en- 
quanto aquelas da isozima B., tendem a favorecer a 
oxidação rápida do lactato a piruvato no coração. 

A distribuição de diferentes formas isozímicas 
de uma dada enzima reflete, no mínimo, quatro fa- 
tores: 

1. Os diferentes padrões metabólicos em diferentes, ór- 
gãos , As duas formas da fosforílase do glieogênio 
encontradas no músculo esquelético e no fígado 
diferem em suas propriedades reguladoras, refletin- 
do os diferentes papéis da quebra do glicogênio nes- 
ses dois tecidos. 

2. As localizações diferentes e os papéis metabólicos de 

dada enzima dentro de um mesmo tipo de célu- 
la , As isozimas da isocitrato desidrogenase do cito- 
sol eda mítocóndria são um exemplo (Capítulo 16). 

3. Os estágios diferentes de desenvolvimento dos teci- 
dos adultos e de suas formas fetais ou embriônicas. 
For exemplo, o fígado fetal tem uma distribuição 
característica das isozimas da LDH, que muda ã 
medida que o órgão sofre diferenciação para sua 
forma adulta. Parte das enzimas do catabolismo da 
glicose em células malignas (cancerosas) ocorre em 
sua forma ísozímica fetal, diferente da adulta. 

4. Respostas diferentes das diferentes formas isoztmi- 
cas diante de moduladores alostéricos. A hexoquina- 
se d (giicoquinase) do fígado c as isozimas da hexo- 
quinase encontradas em outros tecidos diferem em 
sua sensibilidade à inibição exercida pela glicose-6- 
fosfato. 
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ma por seu substrato* o fosfoenojpiruvato (HEP). O nível de PEP 
normalmente encontrado nas células não é alto o suficiente para 
saturar a enzima, e a velocidade da reação será correspondente- 
mente baixa. 

A píruvato quinase também é inibida pelo acetil-CoA e por 
ácidos graxos de cadeia longa, ambos sao importantes combus- 
tíveis para o ciclo do ácido cítrico (lembre-se de que o acetil* 
CoA (acetato) é produzido pelo catabolismo dos ácidos graxns e 
dos aminoácidos, bem como pelo catabolismo da glicose; veja 
Fig. 4, pág* 381), Como 0 ciclo do ácido cítrico é a maior fonte 
de energia para a produção de ATP* a disponibilidade desses ou- 
tros combustíveis reduz a dependência da síntese de ÀTP pela 
glicólise, Assim, sempre que a célula tem uma alta concentração 
de ATP, ou sempre que haja amplas quantidades de combustí- 
veis disponíveis para a liberação de energia por meio da respira- 
ção celular, a glicólise é inibida pelo rebaixamento da atividade 
da piruvato quinase. Quando a concentração de ATP cai, a afi- 
nidade da piruvato quinase por PEP aumenta, possibilitando à 
enzima catalisar a síntese do ATP via fosforilação do substrato 
no nível do substrato, mesmo que a concentração de PEP seja 
relativamente baixa. O resultado é manutenção da concentra* 
ção de ATP no estado de equilíbrio estacionário, 

A fosforilase do glicogénio é regulada de 
forma alostérka e por meio de hormônios 

Nos músculos, a função principal da glicólise é a produção de 
ATP, e a velocidade dela aumenta à medida que os músculos tra- 
balham mais ativam ente demandando mais ATP. O fígado tem 
um papel diferente; manter constante a concentração de glicose 
sangüínea pela produção e exportação de moléculas de glicose 
quando os demais tecidos demandarem por ela, e importação e 
estocagem de glicose quando esta, provindo da alimentação, es- 
tiver em excesso, Como já vimos, a mobilização do glicogénio 
estocado é feita pela fosforilase do glicogénio, enzima que de- 
grada o polissaearídeo em glicose- 1 -fosfato (Fig, 15-12), A re- 
gulação da fosforilase do glicogénio é um exemplo especialmen- 
te instrutivo de regulação enzimãtica. Ela foi o primeiro caso co- 
nhecido de uma enzima regulada alostericamente e a primeira 
enzima que se demonstrou ser controlada por fosforilação rever- 
sível, Ela também foi uma das primeiras enzimas alostéricas para 
a qual as estruturas tridimensionais das formas ativa e inativa 
foram reveladas por estudos crístalográficos com raios X, 

A isozíma de fosforilase do glicogénio existente no músculo 
esquelético ocorre em duas formas interconvertíveisr fosforilase 
n* que é catalilicamente ativa, e fosforilase b, que é menos ativa. 
A forma b da fosforilase predomina no músculo em repouso* 
mas durante a atividade muscular vigorosa o hormônio epine- 
frina provoca a fosforilação de um resíduo especifico de serina 
na forma b da fosforilase, convertendo-a em fosforilase a. Os 
detalhes do mecanismo de ativação por fosforilação da fosfori- 
lase são apresentados nas páginas 217-219, em que a fosforilase 
do glicogénio serviu como exemplo desse tipo de controle, A 
forma ativada da fosforilase acelera a quebra do glicogénio su- 
prindo a glicose- 1 -fosfato para a produção do ATP necessário 
para fornecer energia para a contração do músculo. À enzima 
fosforilase b quinase, responsável pela ativação da fosforilase por 
transferência de um grupo fosforil para seu resíduo de serina* é, 
também ela, ativada por epinefrina por meio de urna série de 
passos descritos em detalhe na Figura 13-15. Quando o múscu- 
lo retorna ao repouso* uma segunda enzima (fosforilase a fosfa- 
tase) remove o grupo fosforil da fosforilase a, convertendo-a em 
sua forma inativa ou fosforilase b. 


Superpostos à regulação da fosforilase por modificação co- 
valente estão dois mecanismos de controle alostérico. O Ca 24 é 0 
sinal para o inicio da contração muscular e* ao mesmo tempo se 
liga e ativa a fosforilase fr quinase promovendo, assim, a conver- 
são da forma inativa para a ativa da fosforilase ou, em outras 
palavras, da forma b na forma a. O AMP que se acumula duran- 
te as contrações musculares vigorosas e continuadas também sc 
une e ativa a fosforilase b. sem* entretanto* transformá-la na for- 
ma a. Quando os níveis de ATP voltam a ser adequados, ele blo- 
queia o sítio alostérico ao qual o AMP se liga* voltando a fornia 
b a exibir seu nivel de atividade baixo. 

No fígado, a fosforilase do glicogénio é regulada pelo hor- 
mônio glucagon e por mecanismos alostéricos. Quando a con- 
centração da glicose no sangue está muito baixa, o glucagon ati- 
va a fosforilase b quinase, esta converte a fosforilase h inativa em 
sua forma ativa a, iniciando assim a liberação de glicose no san- 
gue. Quando os níveis de glicose no sangue retornam ao nor- 
mal, a glicose entra nos hepatócítos e se liga a um sítio alostéri- 
co da fosforilase a (Pig, 15-19), isso produz uma mudança con- 
formacíonal que expõe os resíduos de serina fosforilados ã ação 
da fosforilase a fosfatase, esta remove os grupos fosforil e inati- 
va a fosforilase. Qs detalhes desse processo regulatório comple- 
xo são discutidos no Capítulo 23, quando se faz a comparação 
da regulação da fosforilase do glicogénio com a regulação da 
enzima oposta a ela* a sinta se do glicogénio* a enzima que sinte- 
tiza glicogénio a partir de glicose, Essas duas enzimas estão sob 
regulação não só recíproca mas também muito fina. 



Flgura 15-19 - A fosforilase do glicogénio do fígado como um sen- 
sor da glicose. A ligação da glicose a um sítio alostérico da fcsforclasea 
induz uma mudança conformacional que expõe resíduos de Ser fosforila- 
dos à açâo da fosforilase a fosfatase. Essa fosfata se converte a fosforilase 
à em fosforilase b, reduzindo a atividade da fosforilase em resposta a 
glicose sangüínea alta. 
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A Via das Pentoses Fosfato 
de Oxidação da Glicose 

Na maioria dos tecidos animais, a maior parte da glicose consu- 
mida é catabolizadã por meio da glicólise até piruvato, A maior 
parte do piruvato» por sua vez, è oxklada por meto do eido do 
ácido dlríeo. A principal fundão do catabolismo da glicose por 
essa via é gerar ATR Existem, entretanto, outras vias catabólka* 
que podem «ro destino da glicose e que levam a produtos espe- 
cializados necessários para a célula. De grande importância ê a 
síntese das pen toses fosfato. 

A vá das pentoses fosfato, também chamada de via do fosfo- 
gJiconatD. produz NADPH e ribose-5-fosfata Lembre-se de que 
o NADPH é um transportador de energia química na forma de 
poder redutor e í empregado como redutor quase universal nas 
vias anabólkas (Capitulo 14). Nos mamíferos, essa função é es- 
pecialmentc proeminente nos tecidos que realizam alivamenie a 
bitminlese de ácidos graxos e esteróides, particularmente a glin- 
dub mamária, o tecido adiposo, o córtex adrenai e o fígado Es- 
ses tecidos usam o NADPH para reduzir as ligações duplas to* 
grupos carbomla dos intermediários desse processo (Capitulo 
21 ). Outros tecidos menos aiivos na síntese de ácidos graxm. 
como 0 músculo esquelético, praticam ente não létti a via das 
pefitnsea íoslaln 

Uma segunda função davía das pentoses fosfato é gerar pen- 
toses indispensáveis, particularmente a p-ribose, empregadas na 
biosslnlesc dos ácidos nuclékos (Capítulo 22). A bíosslntesc de 
ácidos nudéicoi ocorre cm grande velocidade em tecidos que es- 
tão crescendo, que estão em regeneração e, também, nos tumores. 

A primeira reação da via das pentoses fosfato (Fig, 15-20) é 
a desidrogenação enzimática da glicose- 6- fosfato pela gUcose- 
6- fosfato desidrogenase. para formar 6-fasfoglicono-Ô-bctona, 
um éster intramolecular. que é hidrolisado para a forma ácida 
livre 6-fosfoglieonato por uma lacto nase específica ( Fig. 15-22), 
O NA DP' é o receptor de elétrons, e o equilíbrio final está mui- 
to deslocado na direção da formação do NADPH. No passo se- 
guinte, o fr-fosfogJiconalo sofre desidrogenação e devearboxib- 
ção pela b-fosfugjíconato des. i droge nase para formar a çdupen- 
tow p-ríbuloie- 5 -fosfato, uma reação que gera a segunda 
molécula de NADPH. A íosfopentose isomerase converte então 
a ribukwe-5- fosfato no seu isòmero aldose. a P-ribo« -5 -fosfa- 
to. Em alguns tecidos, a via das pentoses fosfato termina nesse 
ponto e ã equação final pode ser escrita; 

Gbcw^fmíâto 4 :naDP- + HJJ — * 

ribúse-5-fosfclo + COj + 2NADPH + 2 H* 

O resultado liquido é a produção de NADPH para as reações de 
redução biossinléticas e a produção de nT>twe- 5- fosfato canso 
precursora para a síntese de nudeoiideos. 

Nos lectdos que requerem primariamente mais NADPH do 
que ribosc- 5- fosfato, as pentoses fosfato são recicladas em gli- 
cose-Mosfalo por meio de uma série de reações (Fig. 15-21) 
que serão examinadas em detalhes no Capíiulo 20. Primeiro, a 
ribulose-5'fosfalo é epimerizada em xüulose- 5 -fosfato, Kntâo, 
em uma série de rearranjos dos esqueletos carbônicos dos açú- 
cares fosfato intermediários, seis moléculas de açúcar fosfato 
de cinco átomos de carbono são convertidas em cinco molécu- 
las de açúcar fosfato com seis átomos de carbono completando 
o ciclo e permitindo a oxidação continua da glicose -b- fosfato 
com a produção de NADPH. Nos eritrócitos, o NADPH pro- 
duzido por essa vb é essencial na proteção das células contra 
danos causados por oxidações, Um defeito genético na glicose- 
6-fusfa to desidrogenase pode ter conseqiléncias patológicas sé- 
rias (Adendo 15-4). 



Flgura 15-20 - As reações ofcldaúvas da via das pentoses fosfato 

Os produtos finais são a D-ribose-B-fosfato e o NADPH. 
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Adendo 15-4 Deficiência da gJicose-S-fosfato des i droge n ase: 
porque Pitágoras não comia falafel 


A fava, ou feijão fava, é um ingrediente tradicional 
do falafd, desde a Antiguidade um alimento impor- 
tante nas regiões mediterrâneas e no Oriente Mé- 
dio. O filósofo e matemático grego Pitágoras proi- 
bia seus seguidores de alimentar-se da fava, talvez 
porque ela deixasse muitas pessoas doentes com 
uma moléstia chamada "f a vis mo", que pode ser 
mortal, No favismo, os eritrõritos começam a so- 
frer lise 24 a 48 horas depois da ingestão desses fei- 
jões, o que libera a hemoglobina no sangue. Icterí- 
cia e, algumas vezes* insuficiência renal podem re- 
sultar dessa situação. Sintomas similares podem 
ocorrer com a ingestão da droga contra a malária 
chamada prima quina ou, então, de sulfas antími- 
crobianas ou, ainda, em seguida à exposição a cer- 
tos herbicidas, Esses sintomas têm uma base gené- 
tica: a deficiência da glicose-6-fosfato desidrogena- 
se (GóPD), que afeta perto de 400 milhões de 
pessoas. A maioria das pessoas com deficiência da 
GéiPD é assintomática; apenas em combinação com 
certos fatores ambientais ocorrem as manifestações 
clínicas. 

A G6PD catalisa o primeiro passo na via das 
pentoses fosfato {veja Fig, 1 5-20), a qual produz 
NADPH. Esse redutor, essencial em muitas vias bios- 
sintéticas, também protege as células de danos pro- 
vocados por substâncias oxidativas como o peróxí- 
do de hidrogênio {a água oxigenada — H 3 0 3 ) e ra- 
dicais livres super óxidos, todos oxidantes muito 
reativos gerados como produtos colaterais metabó- 
licos ou, então, pela ação de drogas como a pri ma- 
quina c produtos naturais como a divicina* o ingre- 
diente tóxico presente nos feijões fava. Durante os 


Respiração mitocondrial, radiações 
ionizanles, sulfas (medicamento), 
herbicidas, antimaláricos, divídna 



processos normais de detnxicação, H 2 Ch é converti- 
da em H 3 0 pela glutã tiona reduzida sob a ação da 
glutationa peroxidase: a glutationa oxidada resul- 
tante é reciclada na forma reduzida pela glutationa 
redutase e NADPH (Fig. 1). A H 2 0 2 também pode 
ser quebrada em H 3 0 e Ojpela ação da enzima ca- 
talase. Nos indivíduos com deficiência da G6FD, a 
produção de NADPH fica d iminuida e a detoxka- 
ção da HíOí inibida. Disso resulta dano celular: ocor- 
re Oxidação do DNA e de proteínas e peroxidação 
de lipídios, com conseqüente rompimento da mem- 
brana do eritTÓcito, 

A distribuição geográfica da deficiência da GGPD 
é instrutiva. Freqüêndas tão altas corno 25% ocor- 
rem na África tropical, partes do Oriente Médio e 
no sudeste da Âsia, todas áreas em que a malária á 
prevalente. Além dessas observações epidcmiológi- 
cas, estudos in vitro mostraram que o crescimento 
de uma das formas do parasita da malária, Plasrriú- 
dium faldparum , é inibido no interior de eritróct- 
tos com deficiência da GfiPP, O parasita é muito 
sensível aos danos oxidativos e á morto por um ui- 
vei de tensào oxidativa que é tolerável para o hospe- 
deiro humano portador da deficiência da G6PD. Essa 
vantagem de resistir ao agente da malária equilibra a 
desvantagem de resistência diminuída diante de da- 
nos oxidativos, assim a seleção natural mantém o 
genótipo deficiente em GfiPD em populações huma- 
nas que vivem em regiões de prevalência da malária. 
Apenas sob insuportáveis tensões oxidativas, causa- 
das por drogas, herbicidas ou divicina, a deficiência 
causa problemas médicos graves. 

Acredita -se que a droga antimalárica primaqui- 
na atue causando tensão oxidativa no parasita, É iró- 
nico que tais drogas antimaláricas possam provocar 
doença por meio do mesmo mecanismo bioquími- 
co que provê resistência à malária. A divicina tam- 
bém pode agir como droga antimalárica, e a inges- 
tão de feijões fava pode proteger as pessoas dessa 
doença. Recusando-se a comer falafel, muitos pita- 
gó ricos com atividade de GóPD normal podem, 
inadvertidamente, ter aumentado o risco de con- 
trair malária. 


Figura t - Funções do NADPH e da glutationa na prote- 
ção das células contra denvados do oxigênio muito reati- 
vos. A glutationa reduzida (G5H) protege a célula des- 
truindo o peróxido de hidrogênio e radicais hidroxila li- 
vres. A regene ração da G5H de sua forma oxidada (GS-SG) 
requer o NADPH produzido na reação da glicose-6-f os- 
fato desidrogenase. 
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Figura 1 5-21 - As reações não-oxidativas da vi» das pentoses fosfato. Estas reações (a) convertem as pentoses fosfato em hexoses fosfato, 
permitindo que as reações oxidativas (veja Fig. 15-20) sejam continuas. As enzimas transaidoJases e transcetolases (discutidas em detalhes no CapítuFo 
19.) sâo específicas para essa via; as outras enzimas também funcionam nas vias glicolftica e gltconeogônica. (b) Um diagrama esquemático simplificado 
mostrando a transformação de seis pentoses [50 em cinco hexoses (60. Note que isso envolve dois conjuntos de intereonversfles, como mostrado em 
(a}. Todas as reações mostradas aqui são reversíveis, as setas unidirecionais são usadas apenas para tornar clara a direção das reações durante a 
oxrdação contínua da glicose-6-fosfato. Nas reações independentes de luz da fotossíntese,. a direção dessas reações é reversa (veja Fig. 20-26). 


Na parte não-oxidativa da via das pentoses fosfato [Fig. 15- 
2 la)» a transcetolase, uma enzima dependente de tia mina piro- 
fbsfato, catalisa a transferência de um fragmento de dois átomos 
de carbono (C-l e C-2) da xilulose- 5 -fosfato para a ribose-5- 
fbsfãto, formando um produto com se to átomos de carbono de- 
nominado sedoeptuloso-T-fbsfato; o fragmento com três átomos 
de carbono remanescente da xilulose é o gliceraldeído-3-fosfato 
(veja Fig, 20-27). A transaldolase catalisa então uma reação simi- 
lar à reação da aldolase na glicólise: um fragmento de três áto- 
mos de carbono é removido da sedoeptulose-7-fosfato e conden- 
sado com o gliceraldeído- 3 -fosfato» formando fhitose-6-fòsfato; 
o fragmento remanescente de quatro átomos de carbono da se- 


doeptulose ê a eritrose-4-fosfato. Agora a transcetolase age nova* 
mente» formando frutose-6- fosfato e gliceraldeído- 3 -fosfato a 
partir da eritrose-4-fosfato e xílulose-5- fosfato, Duas moléculas 
de gliceraldeído-3- fosfato formadas pelas duas interações dessas 
reações podem ser convertidas em uma molécula de frutose- 1,6- 
bi fosfato [Fig. 15-21b). O eido é» então, completado; seis pen to- 
ses fosfato foram reconvertidas em cinco hexoses fosfato, 

Todas as reações da parte não-oxidativa da via das pentoses 
fosfato são prontamente reversíveis e assim também fornecem 
uma maneira de converter hexoses fosfato em pentoses fosfato. 
Como veremos no Capítulo 20, essa conversão é essencial na 
fixação fotossintética do C0 2 pelos vegetais. 


Resumo 


A glicólise é uma via metabólica universa] para n 
catabolismo da glicose até piruvato acompanhado 
pela formação de ATP. Q processo é catalisado por 
10 enzimas citosólicas e todos os intermediários sãn 
compostos fosfor ilados. Na fase preparatória da gli- 
cólise, o ATP é investido para converter glicose no 
intermediário ffutose-l,6-bifosfato, entjk) a ligação 
carbono- carbono entre C-3 e C-4 é quebrada para 
formar duas moléculas de triose fosfato. Na fase de 
“pagamento 1 " da glicólise, cada uma das duas molé- 
culas de gliceraldeÍdo-3-fosfato forntada da glicose 
sofre oxidação em C-l; a energia des&kreaçâo de 
oxidação é conservada na redução do NADH e for- 
mação de uma ligação adi- fosfato no 1,3-bifosfo- 
glicerato. Fase composto tem um alto potencial de 
transferência de grupo fosfato e, em uma fosforila- 
ção no nível do substrato pela fosfogliceratoquina- 
se» o seu grupo fosfato é transferido para o ADP, 
formando ATP e 3-fosfoglicerato. Ü rearranjo dos 
átomos no 3-fosfoglícerato com a perda de H 2 0 dá 


origem ao fosfbenolpiruvato, outro composto com 
alto potencial de transferência do grupo fosfato. O 
fbsfoenolpiruvato doa um grupo fosfato para o ADP 
para formar ATP na segunda fosfor ilação no nível 
do substrato; o outro produto dessa reação é o pi- 
ruvato, o produto final da fase de pagamento da gli ■ 
cólíse. A equação final para a ghcòlise é 

Glicose + ZNAir + 2ADP + 2P-, — i * 

2 piruvato + 2NADH + 2H 1, + 2 ATP + 2H ; 0 

ocorre um ganho líquido de 2 ATP por molécula 
de glicose. 

O NADH formado na glicólise precisa ser reci- 
clado para regenerar NAD + , que é requerido como 
receptor de elétrons no primeiro passo da fase de 
pagamento da glicólise. Em condições aeróbicas» os 
elétrons passam do NADH para o C 2 através da ca- 
deia de transportadores de elétrons no processo de 
respiração rnitocondrial. Em condições anaeróbicas 
ou hipóxícas, muitos organismos regeneram NAD L 


pela transferência de elétrons do NADEI para o pi- 
ruvato, formando lactato. Outros organismos, como 
o levedo* regeneram o NAür pela redução do piru- 
vato a etanol e CQ 2 . Nesses processos anaeróbicos, 
chamados de fermentações, não ocorre redução ou 
oxidação líquidas dos átomos de carbono da glicose. 

O glicogênio e o amido* formas poliméricas de 
armazenamento da glicose* entram na glicólise por 
um processo de dois passos que começa com a di- 
vagem fosforolítica de um resíduo de glicose de uma 
das extremidades do polímero* formando glicose- 
1 -fosfato, Essa reação é catalisada pelas fosforilases 
do glicogênio e do amido* respectivamente. A enzi- 
ma fbsfogJicomuta.se converte então a glicose- 1 -fos- 
fato em glicose-6-fosfàtOp o primeiro intermediário 
na glicólise. Os dissacarídeos ingeridos como ali- 
mentos são convertidos em monnssacarídeos no in- 
testino dos animais por enzimas hidrolltieas espe- 
cificas situadas na superfície externa das células epi- 
teliais do intestino; os monossacarídeos são então 
absorvidos e transportados até o fígado ou outros 
tecidos. 

Um certo número de o-hexoses, incluindo fru- 
tose, manose e galactose, pode ser introduzido na 
glicólise. Cada uma delas é primeiro fosforüada por 
uma quinase que emprega ATP como doador de 
fosfato, sendo convertida, então, em glícose-ó -fos- 
fato ou em frutose- 6- fosfato {o segundo intermediá- 
rio na glicólise). A conversão da galactose- 1 -fosfato 
em glicose- 1 -fosfato envolve dois intermediários que 
são derivados micleotídicos: UDP-galactnse e UDP- 
glicose. Defeitos genéticos nas enzimas que catalisam 
a conversão da galactose em glicose- 1- fosfato resul- 
tam em galactosemia, uma doença humana grave. 

Em uma célula mctabolkarnente ativa forma-se 
um equilíbrio estacionário* com os intermediários 
sendo consumidos e formados em velocidades iguais. 
De grande importância para uma célula é a manu- 
tenção de uma alta concentração de ATP no estado 
estacionário, Quando alguma perturbação altera a ve- 
locidade cie formação ou de consumo de um inter- 
mediário, ou produto como o ATP, mudanças com- 
pensatórias nas atividades de enzimas relevantes de- 
volvem o sistema ao seu estado estacionário, Essas 
mudanças nas atividades enzimátlcas são consegui- 
das por meio da regulação aJostérica ou da modifica- 
ção covalente {como a fosforilação) de enzimas, que 
é em geral disparada por sinalização hormonal. 

Em processos de muitos passos como a glicólise* 
algumas das reações catalisadas por enzimas estão 
essencialmente em equilíbrio dentro do estado es- 
tacionário geral; a velocidade dessas reações aumenta 
e diminui com a concentração do substrato e elas 
são limitadas pelo substrato, Outras reações estão 
fora do equilíbrio; suai velocidades são muito len- 
tas para produzir um equilíbrio instantâneo entre o 
substrato e o produto, e fe^sas reações são limitadas 
pela enzima. As reações limitadas pela enzima, em 
um processo de muitos passos* são em geral alta- 
mente exergônicas e, portanto, praticamente irre- 
versíveis; as enzimas que catalisam essas reações são 


comumente os pontos em que o fluxo através da 
via é regulado. Na via glicolítica, de glicogênio a pi- 
ruvato, os passos regulados incluem aqueles catali- 
sados pela fosforilase do glicogênio, a hexoquinase, 
a fosfcfrutoquinase- 1 (PFK-1) e a piruvato quina- 
se; todas elas são reações exeTgõnicas e limitadas peU 
enzima. 

A gliconeogênese é um processo de muitos pas- 
sos no qual o piruvato é convertido em glicose. Par- 
te dos passos enzimátioos da gliconeogênese é cata- 
lisada pelas mesmas enzimas empregadas na glicó- 
lise; essas sãíi as reações limitadas pelo substrato em 
ambos os processos. As- reações da glicólise catalisa- 
das pelas enzimas hexoquinase, PEK-1 e piruvato 
quinase são essencialmente irreversíveis. Na glico- 
neogênese* essas três reações são contornadas por 
reações catalisadas por enzimas diferentes. Para pre- 
venir os “ciclos fúteis" a produção e o consumo si- 
multâneos de componentes celulares {glicose, nes- 
se caso), as reações limitadas por enzima nas rea- 
ções da glicólise e da gliconeogênese são submetidas 
a controle alostérico recíproco por meio de efetores 
comuns; quando as reações glicolíticas são estimu- 
ladas* as reações gliconeogenéticas são inibidas e 
vice-versa. A frutosé-2,ó-bifosfato é nm ativador 
alostérico da PFK-I [glicólise) e um inibidor alos- 
térico da frutose- l*6-bífosfatase (gliconeogênese). O 
hormônio glucagon dispara uma série de mudan- 
ças enzimáticas que provocam a redução do nível 
do regulador frutose-2,ó-bifosfato. O resultado é 
uma diminuição na velocidade da glicólise e um 
aumento na velocidade da gliconeogênese, 

A hexoquinase é inibida por altas concentrações 
do seu produto* a glicose-6-fosfato; assim, quando 
o produto da reação se acumula* a sua velocidade 
de formação é diminuída, A piruvato quinase é Ini- 
bida alostericamente, de forma semelhante* por um 
dos seus produtos, o ATP. 

A fosforilãse do glicogênio libera as moléculas 
de glicose estocadas na forma dc glicogênio c é ati- 
vada por meio de fosforilação catalisada pela fosfo- 
rilase quinase* a qual, por sua vez, é ativada por rea- 
ções disparadas pela epinifrina. A remoção dos gru- 
pos fosforíl por uma fosfatase específica inativa a 
fosforilase do glicogênio, Isozímas da fosforilase do 
glicogênio presentes no fígado e nos músculos dife- 
rem na maneira de regulação, refletindo os diferen- 
tes papéis que esses dois tecidos representam na re- 
gulação do metabolismo da glicose, A atividade da 
fosforilase do glicogênio do fígado é, ainda, regula- 
da pela concentração de glicose no sangue (glice- 
miaj, permitindo ao fígado tamponar possíveis va- 
riações dessa concentração. 

A via das pentoses fosfato é uma via alternativa 
oxidativa para a glicose, Ela resulta em oxidação e 
descarboxilaçâo na posição C-l da glicose, produ- 
zindo NAPPH e pentoses fosfato. O NADPH for- 
nece radicais redutores para as reações celulares bios- 
sintétieas, e as pentoses fosfato são precursores es- 
senciais das biossínteses de nucleotídeos e áridos 
nudéicos. 
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1. Equação tia fisc preparatória da glrcólise. Escreva equa- 
çfles balanceadas para (ikL> as rcaçAc* de catabolismo 
da D-glirare cm doas tnnkcula* de l j^lkTnkJc Ldo- i-ío-i- 
faln ía fesc preparatória da gfkólis*}. Paia cad* equação 
csCreva a variação da energia Imt pJdfJü Escreva. en 
tão. a equação geral da lave preprealóriá dl gbcólíse» m- 
duimfo a variação da energia livre padrão liquida. 

2. O H^urdu suçk? da ^ktlitr no miuculo flqutktko. 

\o ctuj^uId esqudétkm em ai mdade . snb condçòn uue- 
rabicas, a gtieerakLetdo-3-kiv£ató í ceerrerbcfo cm puuvifo 
ia fcae <±r pagiíThaito da ghcdisti.r u pinran^é reduzido a 
hrtatn Ektm equações boknceadu ptri i sequência dc 
reaçòtí desse processo e i sanação da energia livre padrão 
de cada uttiá dda Depotv escreva a equação gJohai, ott 
«juaçao liquida final, do regundo da glicõfee. in- 

duindo a variação liquida da energia livre padrão. 

3. Camirovõ dos átomo* na fenncnláçáo. Um evperimenEo 
de pulsa raiHoaiivo, utilizando como fonte* dc carbono 
substâncias marcadas com o rodiotsóliipo '*C. i realiza- 
da com um exlrato de levedura mantido sob condições 
ananóbicas estritas para produção dc ctanol, O experi- 
mento ccmsisle em incubar uma pequena quantidade dc 
substrato marcado com l4 C (u pulso] cum ú extraio dc 
levedo, por um tempo suficiente apenas para que cada 
intermediário na via Fique marcado. A marcação i então 
"'caçada" por meio da via pela adição de glicose não-mar- 
cada. A "caça 11 previne, efetivn mente, qualquer entrada 
posterior de glicose marcada na via. 

(a) Se [r w C] glicose (glkose marcada em C-l com 
M C) é usada como substrato, qual í a localização do :< C 
no ctanol produzido? Explique. 

(b) Onde o l4 C devr estar Localizado na molécula de 
glicose inicial a fim dc assegurar que toda a radioativida- 
de de l4 C seja liberada como '*GQj durante a fermenta- 
ção em clsnd? Explique. 

4 . A produção por fermentação do molho de soja. O 
molho dc soja c preparado por íermenlaçia, por um pe- 
ríodo dc & i 12 meses, de uma mistura salgada de feijão 
dc soja c trigo com váno* miCTorgamimoc, incluindo a 
levedura da cervesa . O molho rmiJume 4 depois da re- 
moção dos sobdosi e rico em locuio e «auoL Como 4it> 
produzidos esses dois compostos? Para impedir que a 
molho de soi a tenha um sabor fbete de vinagre 4 vinagre é 
ácido acético diluído ), o eugênia pnd» ter mantido km- 
gr dt mistura de fermentação Pof quê? 

5. Equivalência das frwses fosfato. CLicer aldeído -3- fò&' 
lato mancado com '*C foi tdkfotudo i um enrato de 
levedura- Depois de um tempo curto, tsokxi-st a fruio- 
se- 1 jfnbííbsfalo mancada com '*C em C-3 e C-4. Qual era 
a localização do no ghteíáldrtefo- 3- fosfato inicial? 
De onde proveio o segundo '*C na fruiowM,ó-bjfosfatoí 
Explique. 


Nos músculos da perita do coelho ou íhm musculos d» 
asas do peru, esse ATP é produzido qiM*c «^lusíronen* 
por fermentação Ucltca. O ATT í produzido n* fase de 
pagamento da gfkóli» em duas reações enrimáncas. cada 


toquuiase e ptiwiio quina**. Suponha que um músculo 
esquelético seia desimiklo de lactato dctidiogcnox, Po- 
derá eie desenvolver atividade fíuca muito imensa; isto t 
ek poderá gerai ATP em grande vãocidade poe mão d» 
gbcólise? Explique. Lembre-** de que a reação da Lactato 
dttidrogenase não envotre moltcuUs de ATT: 

8. Efkkncta da produção de ATP no musculo aquekri- 
co. A transformação da glsçose em laoaio ttfri cmódtt* 
bbcrz apenas perto dc 7% da energia livre obtida quan- 
do a glicose t compleumente oiklada em C&-_ c H^a 
Isso s^nifki que a glkõtise êjuetõbka no museulo t mn 
desperdício de glicose? l-aplique. 

9. Variação da energia livre na oxidação da urioie fosfítn 
A oxidação do gfitmddrklu >■ fmialo em I J biíodrfogk- 
cem to, catalisada pela gliccraldeído- 3 - fosfato deãdrogí- 
nase, ocoffc com uma conilanif de equilíbrio desfavort- 
vd. I .K^ = 'ÜiOS; AG' '" = +6.?klfnmll. A despeita desse equi- 
líbrio desfavorável, o fluxo alravês desse ponto da via 
□corne sem maiores empecilhos, í-lomo a cétuia supert o 
equilíbrio deafavotãvel? 

10. Estio todas as rciiçõe* metabòlicns em equilíbrio? 

(a) O foifoenolpiiuvato é um dos dois doado- 
res de grupos Ibsforll Ui síníesí do ATP nos erirródtoi 
humanos, sendo a concentração de ATP dc 2 n24ttiM i» 
equilíbrio estacionário, i Jo APP é 0,25mM e a do piru^ 
vato 0,051 tnM. Câlcule a concentração de PEP a 
assumindo que a reação da piruvaiu quinasc (veji Fig. 
14-3) está em equilíbrio no intenor celuW, 

(b] r A concentração tUioídgica cfo PEP nos critrbcinH 
humanos t O.OJhnM . < õmparc este valor com aquele ob- 
tido em la j Explique «i signifcado devsa diferença. 

1 1 . Envenenamento por «vmla O aneruto e czníanl 
e quimicamente similar ao Fotân» (P,| T c rmnias erjim« 
que trabalham com o fosfato poòem empregar também q 
arsenato Entretantos compoctcH orgtmcc» dc arsenalo são 
menos estáveis que oc composõi» anãíoçvs dc fmíata Por 
exemplo, aed-arsenaten ur dcoompõem rapidamente por 
hidrólise, mesmo ru ausência de oitdtvdms: 


R — C— 
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6 Aralbo glicõlíiico- Suponha que você descobriu uma 
levedura mutanie, cujá via glicuKliça é menor devido á 
presença dc uma nova entima que catalisa a reação: 


Gliceraidcldo-3-fnsfato + H ; 


NAU 1 NADH + H’ 


3-fosfoglkerato 


O encurtamento da via glkolític* resultante beneficiará 
a célula? Explique, 


Por outro lado, acil-fosfaina, cnmo o 1 .3-bifnsfoglicaTi- 
to, são mais estivei* e são transformados nas células pof 
meio de ação enzimliicii. 

{a) Faça uma previsão do efeito da substituição do 
fosfato por arsenal ü na reaçio Liquida catalisada pela gji- 
ceraldcido- 3- fosfato de sld rogen ase, 

(b) Qual será a coiiticqlknda para um organismo se o 
fosfato for .substituído por ursenato? G arsenato é muito 
tóxico para a maior parte doí organismos. Explique a 
razão. 


7, Papel da lactato dcsidrcigenare. Em comparação com 
uma situação de repouso, o tecido muscular durante uma 
atividade intensa consome grandei quantidades dc ATT 


12. Necessidade de fosfato parti a fermentação alcoólico. 
Em 1906, Hardcn c Voung reallearam uma série de estu- 
dos clássicos sobre a fermentação da glkose em etanol e 


CG; por extratas de levedura de cerveja e fizeram a-s se- 
guintes observaçúes: (I)G fosfato inorgânico eni essen- 
dal na fermentação; quando o suprimento de fosfato ter- 
minava, a fermentado cesuva. ainda que ríslasse glicose 
para ser cotisumida. (2) Sob nus condições, durante a 
fermentação ocorria o acúmulo de CO;, de etanol c de 
uma hexose difosfeto. (31 Quando o I<wÍj 1 o era substituí- 
do por arsenato não otucría o acúmulo da hcxrae difos- 
faio, nus a íermentaç *> prosseguia aie que lod* a glicose 
fosse convertida em eUnol t < XV 

(a) Por que a fermenlação enaa quando o supnmcn- 
io de foafato terminar 

f b j Por que ocorre o acumulo de etanol e de C<>? A 
Lomersão do pirttrato em etanol ç COj t essencial? Por 
quê 5 Identifique a heunr difovJãlu que vr acumula. Por 
que ocorre euf acúmulo? 

I c) Pw que a substituição do fos/xlo por arseruto im- 
pede a acúrnuki da heuHe tÍifoii*1o h enquanto permite 
que * fermeOLaçào aiê COj e etanfd seja completa? iveji 
a Prnblcrna I ] .) 

13. Pfepd metabólico da vitamina niactna. Pessoas adul- 
tas anpenhada* em atividade* fincas infensas requerem, 
para nutrição ótima, a ingnUo diária de aproximada- 
mente ] büg de earhoidrafoi mas apenas perto de 2ümg 
de niAcina. Dado u papel da madni na glkólise, conto 
uocé explica essa observaçli»? 

14. Concentração celular da glkoic. A concentração da 
glicose no plasma do sangue humano í mantida ao redor 
de 5mM. A concentração da glicose livre no interior dos 
miócitos é muito menor. Quai razão dcüsu concentração 
ser menor? O que acontece com .l glicose assim que pe- 
netra nas células? Em certas situações médicas a glicose é 
administrada intravenosa mente para nutrir pacientes. 
Como a traníformaçàü da glicose em glicose-ó-fosfato 
consome ATP, por que nlu administrar diretamente a 
glico$c-ó-fbsfJto na veia dessas pessoas? 

L5. Metabolismo do gliceroL (1 glicerol ( veja a seguir f ob- 
tido da quebra das gorduras 4 mef abalizado pela conver- 
são em diidroiiicetoni Imfato, um intermediário na gli- 
cólise, por meto de duas reações catalisada* cnzim&rka- 
mente. Proponha uma uqUência de reações par* o 
nteiabolium» do glicerol. Em que reações catalisadas en- 
rimukzraenle conhecidas a sua pmposta esta baseada? 
Apoiada att seu esquema . eutm d equação líquida para 
cunçisãa de glh.mil em púwitd. 

HOCH 

H 

Gtkcrol 

36. Medcas das concentrações int w^ftuáám de mecahó- 

iilos. Para conseguirmos medir a concentração de inter- 
mediínos metabólicos na cd ula vna desemi » superar um 
problema experimmlal dj fictí. Como a* enrimas celulares 
catalisam as imterconvroõo jnciahôhcas de turma muito 
rápida, um problema comum luociado com * perturba- 
ção experimental das células é que as concentrações medi- 
das dos metakólilos representam as conccnl rações de equi- 
líbrio e nào as izontienlraçfira fisiológicas. Assim, uma téc- 
nica experimental confiável requer que todas as reações 
enzimaticamente catalisadas sejam delidas instantanea- 
mente, ainda no tecido intacEo, de tal furma que 0® inter- 
mediários metabólicos não sofram variaç-ilu de concentra- 
ção, Esse objetiva é conseguido pela compre&ãu rápida do 
tecido entre grandes Lâminas de alumínio resfriadas com 
nitrogênio liquido {-IWC), um processo chamado de 
dampagem a trio. Depois do congelamento, que detém a 
ação enzimitica ins Tanfaneamcnlc. o tecido é pulverizado 
e aj enzimas são inatívadu pela precipitação com acido 
perdo rico, o precipitado é removido por centrifugação e 
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o extrato sobrenadante límpido ê analisado em seu con- 
teúdo de met aboli ms. Pura calcular as concentrações in- 
tracduLares reais doí metabólitoi na célula» o volume in- 
tracelular é determinado a partir do contcúdit total dc água 
do tecido c uma medida do voJume extracelular. 

As concentrações itmaceluLáres reais du» substratos c 
produtos eirrobfjidoí Ha f<Ktnnbçáo da truunc-ó- fosfato 
pela enxuru hHMrulcKtumw- 1 no tecida cardíaco do 
ralo são dada» na tabeii a ttgjuir- 


M#tatoòhto 

Concentração (mM)‘ 

FnjiOse-6-fcstito 

o.oa? 

Fnitose- 1 .64Mfoçfat0 

0.022 

ATP 

11,4 

ADP 

1,32 


Ecnbf ' WifcifTison JPL ( 1 9651 GlMColybc cantrol metdtara- 
rm L Inhfeéton of gfycofyusi bv acetate and pyruwstv t\ 
tbefioáated, perfused rjt n«rt j Btí Chem 240 21Q&- 
2321 

4 Caloáado coroo fumoPmL de Agud intracdiJar 

(a) Calcule * retaçio de ação das massa* jfrutose- 1>- 
bifoêfau}|jADP|/lfjutõse 6 íoslálo] |ATPj, para a reação 
da foifafruloquinise- 1 em condições fisiológicas. 

(b) Dado que AO’" pira a reação da fasfobuloquina- 
se- 1 é - 34 h 2k]/mol. cák-uk i constante de equilíbrio para 
essa reação. 

kl Compare os valoics da relação de ação das massa» 
e K^, A reação fisidógitá está em equllfbrio? Explique. O 
que esse experimento ú\t a respeito do papei da FFK- l 
cúmo uma enzima reguladora? 

1 7» Efeito do supri mento de O* na velocidade da glkóli- 
se. Os passos regulados da glicólise nas células intactas 
são identificados pelo estudo do catabolismo da glicase 
cm tecidos ou órgáüs Integro». iVsr exemplo, a consumo 
de glicose pelo mústuio cardíaco pode aer medido por 
perfundir artificíalmcnH sangue através de um coração 
isolado intacto t medir 4 concentração de glicose antes e 
depois que o sangue passou através do coração. Se o san- 
gue circulante é desoiigenado, o músculo cardíaco con- 
some glicose ót forma constante. Quando o oxigênio é 
adiciona do ao unguc, 4 wfocküde do consumo da gli- 
cose cai drwiurtumenre e. depois, escab tkzã ■ se nessa nova 
vHocidade- FV» quê? 

18. Regulação da fuifuíruioquinase- 1 . O efeuo do ATP 
lo enzinu aluuénij PFK ■ 1 1 monrado a seguir. Para uma 
dada concentração de Ííutoic- 6- túsfato, a atividade de 
PFK- 1 cresce coen cancentrações aumentadas de ATE enas 
é atingido um puftto ádnu do qual aumentos na con- 
centração dc AT? provocam a inibição da enzima. 



(a) Explique por que o ÁTF pode ser tanto um subs- 
trato quanto um inibidor da PFK-]. Conto essa enzima é 
regulada pelo ATPÍ 

(b) Como a concentração de ATP regula a glkólise? 

(c) A inibição da PEK-1 por ATP é diminuída quando 
a concentração dc AÜP í alta. Explique por que (veja o 
gráfico 1. 

Í9. Atividade enzimática e função fisiológica. A da 
enzima fasfòriljise do glicogínio do músculo esquelético 


é muito maior que a V mtI da mesma enzima do tecido 
hepático. 

(a) Qual é a função fisiológica da fosfórilsuse do glico- 
gênio no músculo esquelético? E no tecido hepático? 

(b) Por que a velocidade máxima da enzima muscu- 
lar precisa ser maior que aquela da enzima do figado? 

20. Equilíbrio da reação da fosforilase do glicogénio. A 
fosforilase do glicugênio catalisa a remoção da glicose da 
molécula do ^kogêniu, A AG’* para essa reação é 3,lk]/ 
mol. 

(a) Calcule a razão entre [Pi] c [glicose- 1- fosfato] 
quando a reaçáo está no equilíbrio. (Indicação: a remo- 
ção das unidades de glicose da molécula do glicogénio 
não muda a concentração do glkogêjiio.) 

(b) A relação entre [Pd e [ glicose- 1 -fosfato] medida 
em miódtos, quando em condições fisiológicas, tem va- 
lor maior que L00 para I . Por que ste diferentes as rela- 
ções no equilíbrio e em condições fisiológicas? Qual o 
possível significado dessa diferença? 

21. Regulação da fosforilase do glicogénio. No tecido 
muscular, a velocidade de conversão do glicogénio em 
glicose-ó-fosfato é determinada pela razão entre fosfori- 
lase b (ativa) e fosforilase b (menos ativa]. O que aconte- 
ce com a velocidade de quebra do glicogénio quando uma 
preparação dc tecido muscular que contém fosfbrilase 
do glicogénio é tratada com: (a) fosíbrilase quinase e ATP; 
(b) fosforilase fosfatase; (c) epinefritia? 

22. Enzimas defeituosas do metabolismo d os carboidra- 
tos. A seguir são apresentados os sumários dos estudos 
dc trés casos clínicos. Para cada caso, descubra a enzima 
defeituosa c indique o tratamento apropriado da lista 
fornecida. Justifique cada uma de suas escolhas. Respon- 
da as questões contidas em cada Caso estudado. 

Caso A: Q paciente apresenta vómitos e diarréia pou- 
co depois de ingerir leite. Um teste de tolerância á lactose 
é efetuado da seguinte forma: o paciente ingere uma cer- 
ta quantidade de lactose e, a seguir, tem suas concentra- 
ções sanguíneas de glicose e galactose medidas cm inter- 
valos de tempo, Nos indivíduos normais, sem intolerân- 
cia á lactose, esses níveis aumentam até um máximo em. 


mais ou menos, uma hora e depois declinam. Explique as 
causas desse fato, Os níveis de glicose e galactose dc um 
paciente nãt) aumentam durante o teste. Explique a cau- 
sa disso. 

Guo fl; O paciente desenvolve vômitos e diarréia de- 
pois da ingestão de leite. Seu sangue possui uma concen- 
tração baixa de glicose, mas uma concentração de açú- 
cares redutores muito maior que a normal. Um teste com 
sua urina revela a presença de galactose. Por que está alto 
o nível de açucarei redutores no sangue? Por que a galac- 
tose aparece na urina? 

Caso C: A pacieniç está letárgica e seu fígado aumen- 
tado dc tamanho- Uma biópsia hepática revela grande 
quantidade de glicogénio em excesso. Ek também apre- 
senta a gheemia abaixo dos níveis normais. Quai a causa 
da glicemia baixa? 

Ertsirno defeituosa 

(a) Fosfofrutoquinase- 1 do músculo 

(b) Fos fornem ore ísomerase 

(c) Galactose- 1- fosfato uridililtransferase 

(d) Fosfbrilase dn glicogénio hepática 

(c) Triose quinase 

(f) Lactase das células epiteliais do intestino 

(g) Maltase das células epiteliais do intestino 

Tratamento 

1 . Refeições freqtlentes e regulares 

2. Dieta livre de gorduras 

3. Dieta com pouca lactose 

4. Grandes doses de niacina (vitamina precursora do 
NAD f ) 

23, Gravidade dos sintomas devidos à deficiência de en- 
zimas. Os sintomas devidos às duas formas de galactose- 
mia — deficiência de galactoquinase ou de UDP glicose 
— ► galactose- 1 -fbsfeto uridililtransferase — mostram di- 
ferenças radicais entre si. Embora as duas formas acarre- 
tem desconforto gástrico depois da ingestão de leite, a 
deficiência da segunda enzima citada acima provoca dis- 
funções no figado, rim, baço e cérebro, e, fmalmente, 
morte. Quais derivados lém sua concentração aumenta- 
da no sangue c nos tecidos em cada um dois tipos de defi- 
ciência enzimãtica? Considerando as informações apresen- 
tadas, avalie a toxicidade relativa desses derivado®. 
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CAPITULO 16 


O Ciclo do Ácido Cítrico 


No Qpítüfo 15 estudamos como a$ células obtém energia ( ATP) 
por fermentação, quebrando a glicose na ausência de oxigênio. 
Entretanto, para a maioria das células cu ca ri óticas e muitas bac- 
térias, vivendo em condições aeróbicas e oxidando os seus com- 
bustíveis orgânicos completamente até dióxido de carbono e 
água, a glicólise não é mais que o primeiro estágio da oxidação 
completa da glicose, O piruvato formado na via gbcoHtica nâo 
mais é reduzido a lactato, a etanol ou a qualquer outro produto 
de fermentação, em vez disso eie t oxidado a CO» e HjG. Essa 
fase acróbira do catabolismo e chamada de respiração. No sen- 
tido fisiológico amplo, ou macroscópico* a palavra respiração 
nomeia as trocas gasosas feitas por um organismo mullicdular, 
ou seja, à captação de O» e a riimiruçáo de CO*. Entretanto, os 
bioquímicos e os biólogos celulares empregam o termo em um 
sentido microscópico e reterem -se aos processos moleculares que 
envolvem o consumo de O^e a formação de CGi pdas células — 
processos que devem, com maior precisão, ser denominados res- 
piração celular. 

A respiração celular ocorre em três grandes estágios tEig- 
ló-l ). No primeiro estágio, as moléculas dos combustíveis or- 
gánicoâ — glicose, ácidos graxo* e alguns aminoácidos — são 
oxidadas para liberar fragmentos de dois átomos de carbono na 
forma de um grupo acetil do acétiUcoenzima A [acetil-GoA), 
No segundo estágio, esses grupos acetil sio introduzidos no ci- 
clo do ácido cítrico, o qual os oxida enzi miticamente até COj, A 
energia liberada pela oxidação c conservada nos transportado- 
res de elétrons reduzidos, NADH c FADH*. No terceiro estágio 
da respiração, esses co enzimas reduzidos sáo oxidados, desfa- 
zendo- se de prótons (H*) e elétrons. Os elétrons são conduzi- 
dos ao longo de uma cadeia de moléculas transportadoras de 
elétrons, conhecida como cadeia respiratória* até o O», o qual 
da reduzem, para formar H O. Durante esse processo de (rans- 
feréncU de elétrons, uma grande quantidade de energia é libera- 
da e conservada na forma de ATP, por meio do processo chama- 
do de fosforilação oxida ti va, A respiração é mais complexa que a 
glkúlue e acredita-se ter surgido muito mais tarde no processo 
evolucionário, somente após o aparecimento das cianobactérias* 
A aiividade metabólica dessas cianobadérias foi rrsponsívd pdo 
aumento da concentração do oxigênio na atmosfera da Terra, um 
fato dramático e decisivo na história da evolução biológica. 

Este capítulo se inicia com a conversão do piruvato em gru- 
pos acetil, seguida pela entrada destes no ddo do ácido cítrico, 
também chamado de ciclo dos áridos tricarboxüicos ou rido 
de Krebs ( Sir Hans Krebs, depois de sua descoberta). Examina- 
remos as reações do ciclo e ai enzimas que as catalisam. Devido 
ao faio de oi intermediários do círio do árido cítrico também 
serem empregados como precursores biossintéticos, vamos con- 
úderar algumas vias pelas quais esses intermediários são repos- 
tos* O rido do árido rilrico é uma região central do metabolis- 
mo, com vias degrada d vas chegando até ele e com vias anabóli- 
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ácido cítrico 


NADH, 

FADHj 


Figura 16-1 - O catabolismo da proteínas, gorduras a carboidratos 
nos três estágios da respiração celular Estágio 1 : a oxidação dos ári- 
dos graxos, glicose e alguns amlnoácidos libera acetil -Co A. Estágio 2: a 
ORÍdaçáo dos g rupos acetil por meto do eleto do árido cítrico inclui quatro 
passos, durante os quais ocorre a retirada dos elétrons. Estágio 3 os 
elétrons transportados por NADH e FADH 2 são introduzidos na cadeia de 
transportadores de elétron* no interior das mitocóndnas (dás bactérias 
os transportadores estão ligados è membrana plasmática), a cadeta respi- 
ratória, ao final da qual o 0 ; e reduzido a H ? o. Esse fkno de etétrom 
iomece energia, para saniese de AT? 
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Figura 16-2 - A reação global uüliuda pelo complexo da ptfwate 
desídrogena» fto testo são dttCubdos as ctkd menzirn** efwcMdfi 
neste conjunto de reaçòes e as tr#s enzimas que compõem o coropteffl 


cas principiando nele; ele também é regulado de forma estrita 
em coordenação com essas outras vias. O capitulo termina com 
a descrição da vía do glioxalato, uma seqüência de reações meta- 
bólicas que alguns organismos realizam para obter a síntese lí- 
quida de glicose a partir de triadlgl ice róis, empregando várias 
das mesmas enzimas e reações usadas no ciclo do ácido cítrico. 

A Produção de Acetato 

Mos organismos aerúbteos, a glicose e outros açúcares , ácidos 
graxos e a maioria dos antmoácidos *âo oxidados, em úlúma 
instância, a CG : e H : 0 por meio do ciclo do ácido dtrico- Kn 
treujilo, antes que possam entrar no tido* o* esqueletos carbô- 
nicos dos açucares e ácidos graxos precisam ser degradados até 
o grupo acetíl do acetO-CoA* a forma na qual o eido do ácido 
dtnco recebe a maior parte de seu combuslrveL Também en 
iram no delo por essa via muitos do® átomos de carbono prove- 
nientes dos aminoácidos, embora vários deles se;am metabóli- 
ca mente degradados em outros intermediários do ciclo. Aqui 
vamos estudar como o piruvato, derivado da glicose e outros 
açúcares por meio da via glícõlítica, é oxidado para liberar acc- 
íil-CoA e CO» por um conjunto eslrulurado de três enzimas, 0 
complexo da piruvato desidrúgenasc, localizado na mslocôn- 
dria das células eucarióticas e no cl toso] das procarióticas. 

Um exame cuidadoso desse complexo cnzimático é recom- 
pensador em muitos aspectos. O complexo multienzimâtico da 
piruvato desidrogenase é um exemplo clássico, muito bem estu- 
dado, desse tipo de agregado, no qual uma série de Intermediá- 
rios químicos permanece ligada à superfície da molécula das 
enzimas respectivas, à medida que o substrato inicial é transfor- 
mado em seu produto final , Cinco co- fatores participam dos 
mecanismos desse tipo de reação, sendo, todos eles, ooenztmas 
derivadas de vitaminas. A regulação desse complexo enzimátko 
ilustra muito bem como a combinação entre a regulação por 
modificação covalente e a regulação alosténca resulta em um 
controle precisa do fluxo por meto de um passo metabólko. Fi- 
nalmente, o complexo da piruvato desidrogenase é o protótipo 
de dois outras importantes complexos enzima ticos que encoiK 
traremos adiante: o da a-celoglularato desidrogenase ído ciclo 
do ácido dtrico) e o da desidrogenase dos a-celoá eidos com ca 
d cia ramificada, envolvida na degradação oxidativa de vários 
aminoácidos (veja Fig. 18-27), A notável similaridade na estru 
lura protéica, requerimento de co-fatore§ t mecanismo de rea- 
ção desses três complexos refletem, indubitavelmente, uma ori- 
gem evolucionária comum. 

O piruvato é oxidado a acetil-CoA e C0 2 

A reação completa catalisada pelo complexo da piruvato desi- 
drogerusc é 4 descarboxilaçio oxidai iva. tim processo irreversi- 
vd de oxidação no qual o grupo carboxila t removido do piru- 


vato na forma de uma molécula de COj e os dois carbono* re- 
manescentes tornam-se o grupo acetil do acetil-CoA (Fig. 16- 
2). Q NÀDH formado nessa reaçào cede um íon hidreto [: H~), 
com seus dois elétrons, para a cadeia respiratória (Fig. 16-1), 
que iransporta esses elétrons até o oxigênio ou, nos microrga- 
nismos anaeróbicos, para um receptor alternativo de elétrons, 
como por exemplo o sulfato ou o nitrato. Em última instância, 
essa transferência do NàDH para o oxigénio gera 2,5 moléculas 
de ATP por par de elétrons transportados. 

A irrevctrsibílídade da reação da piruvato desidrogenase foi 
provada por experimentos de marcação Lsotópka: o CO; mar- 
cado radjuativamente náo pode ser reíigado ao acetil-CoA para 
produzir o piruvato marcado no grupo carboadl*. 

O complexo da piruvato desidrogenase 
requer cinco coerutmjs 

À desidrogenação e a descarhcmlaçáo combinadas do pirava» 
cm acetil-CoA (Fig. 16-2) envolvem a ação scqdencial de ué» 
diferentes, enzimas, assim como de cinco diferentes coenzimis 
Ou grupos prosiériens — tiam ma pirofosfato ( TPP), flavina ade- 
nina dinucleotideo (FAD), cuenzima A (CoA), nictninamidi 
adenina dinucleotideo (NAl)} e lipoato. Quatro vitaminas dife- 
rentes requeridas na nutrição humana são componentes vitais 
desse sistema: tiamina (no TPP), riboflavina (no FAD), niacina 
(no MAD) e pantotenato (na coenzima A). 

Já descrevemos os papéis do FAD e do NAD como transpor- 
tadores de elétrons (Capítulo 14] e encontramos o TPP como a 
coenzima da enzima que. na fermentação alcoólica, catalisa a 
desça rboxilação do piruvato até acetaldeído i veja Fig. 15-9). O 
pantotenato, presente em todos os organismos vivos, é um com- 
ponente essencial da coenzima A (Fig, 16-3), A coenzima A ima 
um grupo reativo tiol { — SH ) que ê critico para o seu papel como 
transportadora de grupo® acila em um grande número de Jta- 
çórs metabólicos; o® grupou adia ligam-se covalentemente a ene 
grupo tiol. formando tioesteres. Devido à sua energia livre de 
hidrólise reUtivamcnte alta (veja FigS. 14-6 e 14-7),o*tioésteTa 
lém um alto potencial de transferência de grupos actU. doando 
esse® grupos a uma gTatide variedade de moléculas receptoras. 
D grupo acila ligado á coenzima A pode, assim, ser visto como 
um estado ativado para truufcrtndi do mesmo grupo. 

O quinto co- fator para a reação catalisada pela piruvato de- 
sidrogeóase, o lipoaio (Fig. 16-4), tem dois grupos tióis» ambos 
essenciais para o papel que desempenham como co- fator, Na 
forma reduzida do lipoato, os dojs átomos de enxofre estão pre- 
sentes como grupos — SM. mas que por oxidação reversível for- 
mam uma ligação dissulfeto ( — S — S— ), similar àquela exis- 
tente entre dois resíduos de cisterna encontrados em proteínas. 
Devido □ essa sua capacidade de sofrer reaçòes de oridjçào-re- 
dução, o Lipoato pode servir tanto como transportador de elé- 
trons quanto como de grupos acila, como veremos adiante. 
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Figura 16-3 - toenzima A (CoAj. Um grupo hidrojcila do ácido pântotènico junta-se a uma porção modificada do ADR por meio de uma 
ligação de éster fosfúnçg e o seu grupo carboxiía è ligado na p-merçapto-eti lamina por meio de uma ligação amída. O grupo hidnoxila na 
posição 3' da porção de ADP tem um grupo fosforii que não está presente no próprio ADR O grupo — SH da porção de mercapto-eti lamina 
forma um tiaáster com o acetato do acetil-GoA (embaixo à esquerda). 
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Figura 16-5 - Micnofotografia eletrônica do complexo da piruvato desi- 
tí rogenase isolado da E c oh, mostrando sua estrutura em sub unidades. 


Figura 16-4 - O ácido tipóico {lipoato} em ligação amída com a 
cadeia lateral de um resíduo de lisina. A porção tlpoil-llsil é o grupo 
prostético da diidrolipOil transacetilase {E ? do complexo da piruvato de- 
sidrogenase). O grupo lipoil existe tanto na forma oxidada (dissulfeto) 
quanto na reduzida (ditiol) e pode agir quer como um transportador de 
lndrogénio quer como um transportador de grupos acetil (ou outros 
grupos acila). 


0 complexo da piruvato desi d rogenase 
consiste em três enzimas distintas 

0 complexo da piruvato desidrogenase contém trés enzimas: a 
piruvato desidrogenase (Ej), a düdrolipoil transacetilase (Ej) 
e a düdrolipoil desidrogenase (Ej), cada uma delas presente 
em múltiplas cópias. O número de cópias de cada subunídade 
e h portanto, o tamanho do complexo variam de um organismo 
para outro. O complexo da piruvato desidrogenase isolado da 
Escherichifl cúli (M r > 4„5 x 1Q 6 } tem perto de 45nin de diâme- 
tro T um pouquinho maior que um ribossomo e pode ser visua- 


lizado em microscópios eletrônicos (Fig, 16-5). A porção cen- 
tral desse agregado, ao qual as outras enzimas estão ligadas, é 
constituída por eópias de düdrolipoil transacetilase (Ej), No 
complexo da K cfíli, 24 cópias dessa cadeia polipeptídica* cada 
uma delas contendo irás moléculas de lipoato ligado cova len- 
te mente, constituem essa região central, No complexo de ma- 
míferos existem 60 cópias da E 2 e seis de uma proteina relacio- 
nada, proteína X. que também contém lipoato ligado covalen- 
t emente. A ligação do lipoato às extremidades de cadeias laterais 
de lisina em E 2 produz braços longos e flexíveis que podem 
transportar os grupos acetil de um sitio ativo para outro no 
interior do complexo da piruvato desidrogenase. Na £. li- 
gadas a essa parte central de moléculas E 2 , existem vinte e qua- 
tro cópias da piruvato desidrogenase (Ei) e doze eópias da dii- 
drolipoil desidrogenase (£-,). A E| contém TPP ligado e a Ej 
contém FÁD ligado, Duas proteínas reguladoras, uma proteí- 
na quinase e uma Fosfo proteína fosfatase, também fazem parte 
do complexo da piruvato desidrogenase. Suas funções serão 
descritas adiante. 
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Os intermediários permanecem 
ligados à superfície das enzimas 

A Figura J 6-6 mostra esquematicamente como o complexo da 
piruvato desidrogenase desenvolve as cinco reações consecutivas 
na descarbuxilação e desidrogenação do piruvato. O passo (7) é 
essencialmente idêntico à reação catalisada pela piruvato des- 
carboxilase (veja Fig. I5-9c); o C-l do piruvato é liberado 
como CO 2 eoC-2, que no piruvato tem o estado de oxidação 
de um aldeído* é ligado ao TPP como um grupo hidroxietii. 
No passo©, esse grupo é oxidado a um ácido carboxílico (ace- 
tato). Os dois elétrons removidos na reação de oxidação redu- 
zem a ligação — S — S — de um grupo lipoil em E 2 a dois grupos 
tióis ( — SH). O acetato produzido nessa reação de oxidação - 
redução é primeiro esteri ficado a um dos dois grupos — SH do 
lipoil, então transesterificado a CoA para formar acetil-CoA 
{passo @). Assim, a energia da oxidação impulsiona a formação 
de um tíoéster de acetato de alta energia. As reações restantes ca- 
talisadas pelo complexo da piruvato desidrogenase (passos @ e 
©) são transferências de elétrons necessárias para a regeneração 
da forma díssulfeto do grupo lipoil de E 3 , preparando, assim, o 
complexo enzimático para outra rodada de oxidação. Os elétrons 
removidos do grupo hidroxietii derivado do piruvato passam 
por meio do FAD para o NADH. 

Em posição central nesse processo estão os braços móveis li- 
poilisil de Ejj, em que passam os dois elétrons e o grupo acetil. de- 
rivados do piruvato de E t pana E y Todas essas enzimas e coemimas 
estão agregadas, permitindo que os intermediários reajam rapida- 
mente sem jamais abandonarem a superfície do complexo enzi- 
rnático. A sequência de cinco reações mostrada na Figura 16-6 é 
um outro exemplo de canalização de substratos (veja Fig. 1 5-0), 

Como é facilmente previsível* são severas as conseqüèncías 
de mutações nos genes das subunidades da piruvato desidroge- 
nase ou de deficiência de tiamina na alimentação. Animais defi- 
cientes em tiamina são incapazes de oxidar normalmente o pi- 
ruvato, isso é de importância especial no cérebro; normalmente 
esse órgão obtém toda a sua energia pelã oxidação aeróbica da 


glicose e, portanto, a oxidação do piruvato é vital, O beribéri, 
uma doença que resulta da deficiência dietética de tiamina, é 
caracterizado pela perda parcial de funções neurais. Essa doença 
ocorre prindpalmente em populações que fazem do arroz bran- 
co (polido) a parte principal de sua alimentação; o arroz branco 
é desprovido de sua casca e nela se encontra a maior parte da 
tiamina do arroz. As pessoas que habitualmente ingerem gran- 
des quantidades de bebidas alcoólicas também podem desen- 
volvei carência de tiamina; isso porque a maior parte de sua in- 
gestão alimentar passa a ser na forma de "calorias vazias” das 
bebidas destiladas (desprovida de vitaminas e outros nutrientes 
essenciais). Freqtien temente, um elevado nível de piruvato no 
sangue é um indicador de falhas em sua oxidação devido a uma 
dessas causas. 

Reações do Ciclo do Ácido Cítrico 

Estamos prontos para examinar a forma pela qual o acetil -GoA 
sofre oxidação. Essa transformação química ocorre no ddo do 
ácido cítrico, a primeira via ddka que encontramos (Fig. 16-7). 
Para iniciar uma volta do ciclo, o acetil-CoA transfere o seu gru- 
po acetil para um composto com quatro átomos de carbono, o 
oxaloaoetato, para formar o citrato, um composto com seis áto- 
mos de carbono, O citrato é então transformado em isocitrato, 
também uma molécula de seis átomos de carbono, e este é desi- 
drogenado, com perda de CO ; , para formar o composto com 
cinco átomos de carbono a-cetoglutarato {também chamado 
oxoglutãrato), Este último também perde C0 3 e libera o succi- 
nato* um composto com quatro átomos de carbono. O suetina- 
to é convertido enzimaticamente* em uma reação de três passos* 
no oxaloacetato com quatro átomos de carbono, com o qual o 
ciclo se iniciou; assim, o oxaloacetato está pronto para reagir 
com uma nova molécula de acetil-CoA e iniciar uma segunda 
volta do ciclo. Em cada uma dessas voltas entra um grupo acetü 
(dois carbonos), como acetil-CoA, e saem duas moléculas de 
C0 2 , Em cada volta, uma molécula de oxaloacetato é empregada 


figura 16-6 - Desta rboxí! ação oxidativa do 
piruvato a acetil -CoA pelo complexo da pi- 
ruvato desídrogenase. O destino da piruvato 
está marcado em rosa. Ng passo (T) r o piruvato 
reage com a tiamina pirofosfato {TPP) ligada na 
piruvato desidrogenase (£j), sofrendo descarbo- 
xilação para formar o derivado hidroxietii. A pk 
rwato desidrogenase também catalisa o passo 
© a transferência de dois elétrons do grupo 
acetil do TPP para a forma oxidada do grupo li- 
poilisN da porção central da enzima, diidnolipoil 
transacetilase (É 3 ), para formar o acetil -tioéster 
do grupo lipoil reduzido. O passo (J) é a transes- 
terihcação em que o grupo — 5H da CoA substi- 
tui o grupo — 5H de E r para liberar acetil-CoA e 
a forma totalmente reduzida (ditiol) do grupo li- 
poil. No passo ®, a diidrolipoil desidrogenase 
(Es) promove a transferência de dois átomos de 
hidrogênio dos grupos lipoil reduzidos de É 3 para 
o grupo prostètko FAD de Es, restaurando a for- 
ma oxidada do grupo lipoilisil de E 3 (sombreado 
amarelo). No passo (D o grupo reduzido FADHj 
em E 3 transfere um fon hidreto para o NAD\ for- 
mando NADH. O complexo enzimáitko está ago- 
ra pronto para outro ciclo catalftko. 
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Figura 16 7 - As reações do eido do idòo cítrico Os átomos de carbono sombreados em vermelho sáo aqLw-íes que denvam do acetato do aceut- 
CoA na ofimera votta do odo Esses carbonos nào sSc aqueles iberado* como COj na primeira volta Note que os yupes de dos átomos de carbono 
dpTvádOS do acetato não podem mas sér tatingudos e^iedfca mente no (tfltMOC tso porque o sijccevato e o fumarato slo moáéaÁai imetncas e, 
portanto. (Me C-2 sâo lodsõnguws de C-4 e C-3 O número ao lado de cada passo da reação corresponde a numeração dos subuiuJos detento* no 
texto Ás setas vermelhas ndicam onde a enerva é conservada pela transferÁnoa de etetrorts para o FAD ou 0 NACM formando o fADHj ou NADH * 
If 0* passos ®i CD e® são «sencsalmeme urrorslvets na célula, todo* os outros sâo rewSws O produto do passo © pode ser o AIPou o GTE 
dependendo de qual das isoztmas da succrimKoA smlelase participa da catafoe 


para formar citrato, mas — depois de uma série de reações — 
essa molécula de oxaloacetato é regenerada. Não ocorre, por- 
tanto, qualquer remoção final de oxaloacetato e uma molécula 
dele pode, teoricamente, ser suficiente para participar da oxida- 
ção de um número infinito de grupos acetil e> de fato, nas célu- 
las o oxaloacetato está presente em concentrações muito peque- 
nas. Quatro dos oito passos desse processo são oxidações e a 
energia neks liberada é conservada, com alta eficiência, na for- 
mação dos coenzímas reduzidos (NADH e FAD Hm 


Como já explicamos anterior mente, embora o ciclo do áci- 
do cítrico tenha ura papel central nos mecanismos metabólicos 
de obtenção de energia, seu papel não está limitado à conserva- 
ção dessa energia. Intermcdiáriuscom quatro e cinco átomos de 
carbono do ciclo são empregados como precursores binssin táti- 
cos de uma grande variedade de substâncias. Para subsliluir as 
molécula* desses intermediários removidos com esse propósito, 
as células empregam as reações anaple ròtkas ( reações de reposi- 
ção as quais serão descritas logo mais. 
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Em 1948» Eugene Kennedy e Albert Lehninger demonstra- 
ram que o conjunto inteiro de reações do delo do ácido cítrico 
está localizado no interior da mitocõndria. Foi demonstrado que 
mitocõndrms separadas de todos os demais componentes celula- 
res possuíam não só todas as enzimas e coenzimas necessárias para 
o ciclo do ácido cítrico, mas também todas as enzimas e proteínas 
necessárias para o último estágio da respiração» ou seja» a transfe- 
rência de elétrons e a síntese de ATP por fasfórilação oxidativa, 
Como veremos em capítulos posteriores» as mitocôndrias tam- 
bém contém as enzimas que catalisam a oxidação dos ácidos gra- 
xos em acetÜ-CoA e a degradação oxidativa dos aminoácidos em 
acetil-CoA ou» para alguns aminoácidos, a-eetoglutarato, succi- 
nil-CoA ou oxaloaceta to. Assim, nos eucariotos não-fòtossintéti- 
cos» a mitocòndria é o lugar onde ocorre a maioria das reações 
oxídatim liberador as de cnejrgia e a síntese do ATP acoplada a 
essas reações, Nos eucariotos fetossintétieos» quando em ambi- 
ente escuro» a mitocândria è o principal local de produção de ATP, 
mas sob a luz do dia os doroplastos produzem a maior quantida- 
de de ATP do organismo. A maioria dos procariotos contém as 
enzimas do ciclo do ácido cítrico em seu eitosol e a sua membra- 
na plasmática desempenha um papel análogo àquele da mem- 
brana mitocondrial interna na síntese de ATP (Capítulo 19). 

O delo do ácido cítrico possui oito passos 

A seguir examinaremos as oito reações sucessivas do ciclo do 
ácido cítrico e colocaremos ênfase especial no estudo das trans- 
formações químicas que ocorrem à medida que o acetil-CoA é 
oxidado para liberar C0 2 e a energia oriunda dessa oxidação é 
conservada na formadas coenzimas reduzidas NADH e FADH Zr 


(J) Formação do dtrato. A primeira reação do ciclo é a con- 
densação do acetil-CoA com o oxaloacetato para formar citra- 
to» catalisado pda citrato sintase: 



S-üoA 


I- cocr 

CH Z — oxr 


Acetil-CoA Oxaloacetato 


H tO CoA-Sh 


c ic rato iintuví 



Citrato 

AG° = -32 Jkl/mol 


Nesta reação o carbono melila do grupo acetil é reunido ao gru- 
po carbonila (C-2) do oxaloaceta to. O intermediário citroil-CoÀ 
é transitórios ele é formado no sítio ativo da enzima e é rapida- 
mente hidrolisado, liberando o citrato e a Co A livre, estes últi- 
mos abandonam o sítio ativo. A hidrólise do tioéster intermediá- 
rio de alta energia faz com que a reação seja altamente exergôni- 
ca nesse sentido. A variação de energia livre negativa e de grande 
valor absoluto, associada com a reação da citrato sintase» é es- 
sencial para a operação do delo, isso porque, normalmente» a 



Cítroíl-CoA 


concentração de oxaloacetato presente é muito baixa. A CoA 
deixada livre nesta reação é reciclada; ela pode vir a participar de 
várias reações em que atua, inclusive na descarboxilação oxida- 
tiva de outra molécula de pinivato pelo complexo da piruvato 
desidmgenase para formar outra molécula de acetil-CoA, que, 
por sua vez» entrará também no ciclo, 

A citrato sintase da mitocòndria já foi cristalizada e visuali- 
zada por cristalografia de raios X na presença e na ausénda de 
seus substratos e inibidores (Fig. 16-8). O oxaloacetato, o pri- 
meiro substrato a ligar-se nela, induz a uma mudança confor- 
macional que faz aparecer um sítio de ligação para o segundo 
substrato» o acetil-CoA. Quando o citroil-CoA se forma na su- 
perfície da enzima, outra mudança confbrmacional traz a ca- 
deia lateral de um resíduo de ácido aspártico essencial em posi- 
ção adequada para clivar o tioéster, Esse ajuste induzido da enzi- 
ma. primeiro em relação a seu substrato e logo após a seu 
intermediário» diminuí a possibilidade de uma clivagem prema- 
tura e improdutiva da ligação tioéster do acetil-CoA, 




Figura 16-1) - Citrato sintase. Esta enzima sofre uma mudança com 
formacional grande quando se liga ao oxaloacetato: (a) forma aberta 
da enzima sozdha: (b) forma fechada quando ligada com o oxaloaceta- 
to (amarelo) e um análogo estável do acetil-CoA (carboxmnetil-CoA; ver- 
meího), 


(2 ) Formação do ísocitrato via c/s^aconitato. A enzima 
aconitn.se (mais formal mente, aconitato hidratase) catalisa a 
transformação reversivel do citrato em isocitrato, por meio da 
formação intermediária do cis-aconitato, um ácido tricarboxí- 
Hco que» normalmente, não se dissocia do sítio ativo. À aconita- 


se pode promover a adição rewrsivef de água na dupla ligação 
do râ-aconílalo ligado no lítio catalítico da enzima por dois 
caminhos diferentes, um levando a dtrata e O outm a isodtrato: 
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Existem duas formai diferentes da destdrogenase isoci trica, unu 
que emprega o NAD* como receptor de elétrons e outra que 
emprega a N ADP * . A reação global catalisada pelas duas isoenzi - 
mas ê idêntica nos demais aspectos. Nas células rueariótiçis, * 
enzima dependente dc NAI3é encontrada na matriz mitocondrial 
e alua no rido do ácido cítrico. A isoenzima dependente de NADP 
é encontrada tanto na matriz mitocondria] quanto no ritosol e 
sua função mais importante deve ser a geração de NADPH, que 
é essencial nas reações anabãlicas de redução. 

® O x [ dação do a-c*t0giut*r*to a stxdnll-CoA e CO, 

O passo seguinte é outra destarboxikção oxkjjUvj, nela o acc- 
loglutarato é convertido em surcinil-GoA e CO: pda ação do 
complexa da desidrogenase do a-cetoglutarato: o NAD 4 serve 
como receptor de elétrons t o CoA, como carreador do grupo 
sucdnil* A energia de oxidação do a-cetoglutaralo é conservada 
pda formação de uma ligação lioéster do succinil-CoA: 


M? a ^ MJkJ/mol 

Embora a mistura em equilíbrio em pH 7 A e 25“C contenha 
menos que 10% de isoritrato, na célula, a reação é deslocada 
para a direita, porque o isociri rato é rapidamente consumido no 
passo subsequente do rido, diminuindo a concentração dc equi- 
líbrio estacionário. A aconitaie contém um centro ferro-enxo- 
Fre [Hg. 16-9), que atua tanto na Ligação do substrato no sítio 
ativo quanto na catálise da adição üu remoção de ãgua. 



Flçura 16-9 - O centro de fiarro-enxofr* na «onrtaw Q centro de 
letioenxatr? está tn vermelra o a rootécuta do curato em azul Três 
*euduos de o stelna da enzima ligam-se a i*& átomos de feira, o quarto 
átomo de fetro está Irgado a um dos grupos tarboxila do citrato re- 
presenta um resíduo básico da enzima que ajuda a posicionar o dl rato 
no sítio ativo. O centro ferro-enxofne age em ambos processos: ligação 
do substrato e catálise da reaçáo. As propnedades gerais das proteínas 
fcrro-enxofre são discutidas no Capitulo 1 9 {ve ja Fig 19-5) 


'3 Oxidação do feocitrato t a-cetog luta rato e CO) No 

passo seguime a isori trato de-sidrogenase catalisa a descarboxi- 
bção oockbtiva do tsochralo para formar o a-cetogjutarato; 
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Esta reação é virtualmente idêntica ò reação da píruvato desidm- 
gertwe discutida anteriormente, e o complexo da a-cetoglutara- 
to desidrogenase assemelha-se muito, em estrutura e em função, 
ao complexo da píruvato desidrogcnasc. Ele indm não apenas as 
três enzimas análogas a E L , E : e Ei do complexo da píruvato desi- 
drógenase, mas também TPP ligado a enzima, Itpoato ligado ás 
proteínas, FAD, NA D e è coertzima A. Embora a E| do complexo 
da a-ceioglutarato desidrogenase seja estruturalmeme similar á 
E| da píruvato desídrogenase, suas sequências de aminoáddos 
são diferentes e elas têm especificidades de ligação diferentes: os 
componentes E, do complexo da piruvato desidrogenase ligam - 
se especificamente ao piruvato, enquanto E, do complexo da de- 
sidrogenase do o-cetoglutarato liga-se ao u-cetoglutarato. Os 
componentes E 2 dos dois complexo* são muito similares; ambos 
incluem partes de lipoÜ ligadas covalcntemcnte, As subunidadrs 
de E* para. os dois complexos, são viriuaimenre UfattCtt. E qua- 
se certo que as prol emas desses dois complexos multienzimáti- 
cos compartilhem uma origem evolutiva comum. 

® Conversão do succinll-CoA em succlneto. Como o 
acetíl-CoÀ, o sucdml-CoÁ tem uma energia livre de hidrólise 
de sua Ligação tioéster forte e negativa ÍAG H ° * -ffik|/molí. No 
próximo passo do delo do icido cítrico, a energia liberada no 
rompimento dessa ligação é empregada para dirigir a síntese 
de uma Ligação de anidrido fosfórico na ATF ou no GTP» com 
uma ACT" de apenas -2,9kT/moL No processo forma-se, afinal, 
o succinaio: 


NAD(P) 4 NAD(]'H +W ^rr 
CH 2 -COO y y ÇH,-COÜ 
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A enzima que catalisa esta reação reversível ê chamada de succi- 
nil-CoA sintetase ou de Moquiiin.se succinica; ambos os nomes 
indicam a participação de um nudeosídeo trí fosfato na reação 
(Adendo 16-1). 

Esta reação conservadora de energia envolve um passo inter- 
mediário no qual a molécula da enzima é fosforilada em um resí- 
duo de hístidina específico, que está presente no sítio ativo (Fig, 
16- 10a). Esse grupo fosfato, que tem um alto potencial de trans- 
ferência de grupo, é transferido para o ADP (ou para o GDP} 
com a formação de ATP (ou GTF). As células animais têm duas 
isozimas, uma específica para ADP e a outra para GDP. A succi- 
nil-CoA sintetase tem duas subo r idades, a denominada a (Af r 
32.000), a qual tem o resíduo fosfa -hístidina (His 24 *) e o síüo de 
ligação para a Co A, e a denominada p (M r 42.000), que confere 


especificidade para ATP ou GTP, O sítio ativo está na interface 
das duas subun idades. A estrutura cristal ográfica da succinil-CoA 
sintetase revela duas "hélices de força” (uma para cada subunida- 
de) orientadas de forma que seus di polos elétricos coloquem car- 
gas parciais positivas perto do grupo fosfo-histidina carregado 
negativamente (Fíg. 16- 10b), estabilizando o intermediário fos- 
foenzima, ( lembre- se do papel similar das "hélices dipolares” 
estabilizando os íons potássio no canal de K + ; veja Fíg. 12-38.) 

A síntese de ATP (ou GTP) às expensas da energia liberada 
pela descarboxilação oxidativa do a-cetoglutarato & outro 
exemplo de fosfõnbção no nível do substrato, como a síntese 
de ATP acoplada às reações na glicólise catalisadas pelas enzi- 
mas glicer aldeído- 3- fosfato desidrogenase e piruvato quinase 
(veja Fig. 15-2). 


Adendo 16-1 Sintases e sintetases; li gases e Mases; quinases, fosfatases e fosforilases: 
Ufa! Tantos nomes real mente confundem! 


A citrato sintase é uma das muitas enzimas que ca- 
talisam reações de condensação, produzindo um 
produto quimicamente mais complexo que seus 
precursores, As sintases catalisam as reações de con- 
densação, nas quais nenhum nudeosideo trifosfato 
(ATP, GTP etc.) é necessário como fonte de energia. 
As sintetases catalisam condensações que empregam 
o ATP, ou outro nudeosideo trifosfato, como fonte 
de energia para realizar a reação de síntese. A succi- 
nil-CoA sintetase é uma dessas enzimas. As ligases 
{do latim ligárÊ, ou seja, "amarrar juntos") catali- 
sam reações de condensação, nas quais dois átomos 
são unidos, empregando a energia do ATF ou de 
qualquer outra fonte de energia. (Assim, sím, sinte- 
tases são ligases.) A DNA ligasc, por exemplo, fecha 
rupturas nas moléculas do DNA, utilizando a ener- 
gia fornecida pelo ATP ou pelo NAD r ; ela é larga- 
mente empregada na engenharia genética para reu- 
nir pedaços de DNA. As ligases não devem sçr con- 
fundidas com as Mases, enzimas que catalisam 
clivagens (ou na direção inversa, adições), nas quais 
ocorrem rearranjos eletrónicos. O complexo da pi- 
ruvato desidrogenase, que cliva oxídatívamente n COj 
do piruvato, esta nessa grande classe de enzimas. 

O nome quinase é aplicado àquelas enzimas que 
transferem um grupo fosfato de um nucleosídeo 
trifosfato, como o ATP, para diferentes moléculas 
receptoras — um açúcar (como na hexoquinase e 
glicoquinase), uma proteína (como na quinase da 
fosforilasc do glkogênlo), outro nucleutídeo (como 
na nucleosídeo difosfato quinase), ou um interme- 
diário metabólico como o oxaloacetato (como na 
PEP carboxiquinase). Uma reação catalisada por 
uma quinase é uma fosforikiçâo. Por outro lado, /es- 
forúlise é uma reação de deslocamento na qual o 
fosfato é a espécie que ataca e se torna cova lente- 
mente ligada ao ponto de quebra da ligação. Tais 
reações são catalisadas pelas fosforílases. A fosfori- 
lase do glkogênio, por exemplo, catalisa a fosforóli- 
se do glicogênio, produ rindo glicose- 1 -fosfato. De- 
fasfoTikição é a remoção de um grupo fosforil de um 
éster fosfórico e é catalisada por fosfatases, com a 
água atuando como a espécie atacante. À frutnse 


bifosfatase- 1 converte a frutose-l,6-bifosfatoemfhi- 
tose- 6- fosfato na neoglicogénese e a fosforilase a 
fnsfatase retira os grupos fosforil da fosfosserina na 
fosforilase do glicogênio fosforilada. Ufa! 

Infelizmcnte, ocorrem sobreposições nessas des- 
crições de tipos de enzimas e muitas ddas são co- 
mumente chamadas por dois ou mais nomes. Por 
exemplo, a succinü-CoÀ sintetase é também cha- 
mada de sucdnato tiuquinase; essa enzima possui, 
claramente, as duas atividades, a de uma sintetase 
no ciclo do ácido cítrico e a de uma quinase, quan- 
do age na direção da síntese do succinil-CoA. Isso 
levanta outra fonte de confusão na denominação tias 
enzimas: uma enzima è descoberta pelo emprego 
de um ensaio da conversão de, digamos, A em B, e 
recebe um nome para essa reação, porém depois 
descobrt-se que, na célula, ela funciona primaria- 
mente na conversão de R em A. Comumente, o pri- 
meiro nome contínua a ser empregado, embora a 
papel metabólico da enzima seja, claramente, mais 
bem descrito pelo nome da reação inversa, À enzi- 
ma piruvato quinase (que atua na glicólise) ilustra 
bem essa situação (pág. 417). Para um principiante 
em bioquímica, essa duplicação da nomenclatura 
pode criar confusão. Os comitês científicos interna- 
cionais têm feito esforços heróicos para sistemati- 
zar a nomenclatura das enzimas (veja Tabela 8-3, 
para um breve sumário desse sistema), mas, frequen- 
temente, os nomes sistemáticos delas são tão lon- 
gos e enfadonhos que não são empregados na con- 
versação bioquímica. 

Ao longo deste livro procuramos utilizar, para 
cada enzima, o nome mais comum em pregado pe- 
los bioquímicos que mais trabalham com elas e dei- 
xar claro os casos nos quais uma dada enzima tem 
mais de um nome empregado com freqüência. Para 
informações atualizadas sobre nomenclatura das en- 
zimas, o Web site Lehninger: 

(http:/ /www. wor t hpublishers.com /lehni nger) 

tem. o endereço para acesso às recomendações do 
The Nomenclature Commitee of lhe International 
Union of Biochemistry and Molecular Bidogy. 
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Figura 16-10 -A reação da succiníl-Coa wntetme (b) no passo Q 
um grupo fosforil ocupa o lugar do CoA r>o suceinil-CoA ligado â 
enzima, formando um composto adía-fosfato de alta energia. No 
passo Q) o sucdnil-fosfatc cede seu grupo fosforil para um resíduo 
de histidira da cadeia polipeptídica da enzima, formando um deri- 
vada — fosfa-histidil enzima — de alta energia, No passo (D o gru- 
po fosforil ê transferido desse resíduo de histidina para o grupo fos- 
fato terminal da molécula de GOP(ou ADP), formando GTP (au ATP). 
(b) A sucdnil-CoA sintetase da E. co/f, As enzimas de mamíferos e de 
bactérias possuem a mesma seqüência de aminoáddos e, presumi- 
velmente, a mesma estrutura tridimensional. O sitio ativo inclui par- 
te de ambas as subunidades, a a está em azul e a p em marrom. As 
hélices de força (em azul-escuro e marrom-escuro} colocam as car- 
gas elétricas parcialmente positivas da hélice dipolo pndximas do grupo 
fosfato (laranja) na resíduo H«s 2i16 da cadeia a, isso estabiliza a inter- 
mediário fosfaenzima. A coenzima A está mostrada como uma es- 
trutura em vareta (vermelho). 


(a) 


O GTP formado pela succinil-CoA sintetase pode entregar o 
seu grupo fosfato terminal para o ADP para Formar ATP, por meio 
da ação reversível da nudeosídeo ditos lato quinase (pãg, o KJ): 

GTP + ADP GDP + ATP 

AG " 1 = OkJ/mol 

Assim, o resultado final da atividade de qualquer isoenzima da 
succinLi-CoÀ sintetase é a conservação da energia na forma de 
ATP, Nâohá mudança na energia livrem reação da nudeosídeo 
difoslato quinase» o ATP e a GTP são energeticamente equiva- 
lentes, 


® Oxidação do succinato a fuma rato. O succmato for- 
mado a partir do succinil-CoA é oxidado a fumarato pela flavo - 
proteína succinato desidrogenase: 


COO 
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FAD FADH* 

ÇOO- 
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Succinato 
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A G'” = OkF/nn-csl 
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No* cucar ío tas, a fucdnato desidragcnasic é firmemente ligada 
à membrana mitocondrial interna; nos procar iotos, ela é ligada 
á membrana p (asmática. É a única enzima da dda do ácida 
cítrico ligada a membrana, A enzima da mi toco nd ria do cora- 
ção de boi contém uma molécula de FAD ligada covalenlemen- 
te e. ainda, trés diferentes agrupa mentos íerro- enxofre. Os dé- 
trum retirados do sucdnato passam por meio do FAD e dos 
centros ferro -enxofre antes de entrar na cadeia transportadora 
de détrons na membrana mitocondrial interna (ou na mem- 
brana pias mítica de bactérias). O fluxo de elétrons do sucri na- 
to até o Qj, o receptor final de elétrons, por meia desses trans- 
portadores, está acoplado à síntese de 3 ,5 molécula de ÂTP por 
par de délrom* ífosfonlaçâo ligada k respiração). O malonato. 
um análogo do succinato, i um potente inibidor competitivo 
da «cdnito desídrogenase e, por esse motivo, é um bloquea- 
dor do rido do ácido cítrico. 
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® Hidrataçlo d o funurato para produzir ma lato. A hi- 
dratação reversível do fumara to em t- mal a to é catalisada pda 
fu rnira.se (fúmarato hidratarei: 


COQ- 
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Ht 
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COO- 


Hí O 
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íununue 


COO 
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PumaraLn ç- Mal ato 

Aí?" = -3,Sk|/mol 


Eata enzima é altamente estereoespecí ficai ela catalisa a hidrata- 
ção da dupla ligação miifí do fúmarato, porém não é capar de 
agir no maleato (o tsõmera ris do fúmarato). Na direção inversa 
(de L mala to para fuma rato), a (u mar ase í igualmente estereo- 
especifica: o D-malato não é um substrato. 
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tjé) A oxidação do malarto a oxaloacetato Na última rea- 
ção do eido do árido cítrico,, a L- mala to desidragcna.se. ligada 
ao NAD, catalisa a oxidação do L-rnalatoem oxaloacetato; 
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O equilíbrio desta reação está muito deslocado para a esquerda 
sob as condições termodinâmicas padrão. Entretanto, nas célu- 
las intactas, o oxaloacetato é contimiamente removido pela rea- 
ção da citrato sintas* que é altamente cxergãnica (passo 0), 
Isso conserva a concentração da oxaloacetato na célula em valo- 
res extremamente pequenos (< lü^M), deslocando a reação dá 
malaiü desidrogenase na direção de formação de oxjloacetattx 
Embora as reações individuais do eido do icido cítrico te- 
nham sida, inicialmenle, estudadas m vàm. tendo como mate- 
rial de trabalho extratos de teddo muscular macerado, tanto a 
via como sua regulação também foram exten&ivameniç estuda* 
m ww. Pelo emprrgo de precursores marcados radiativa mente, 
coma por exemplo f ^Ipiruvatoe 1 “CjacrtalOy podemos acom- 
panhar o destina individual <k cada átomo de carbono por me» 
do cicia da acido cítrico. Alguns dos primeiros experimentos 
com isótopos produziram um resultada inesperado que provo- 
cou uma considerável conlrovéma a respeito da própria via r dc 
seu mecanismo. De fato, esses experimentos, a princípio, pare- 
ciam mostrar que o ácido cítrico não era o primeiro ácido tri- 
carboxilico a ser formado. O Adendo 16-2 dá alguns detalhes 
desse episódio na história das pesquisas sobre o ciclo de Krebs, 
O fluxo metabólico pode, atualmente, ser monitorado em teci- 
dos vivos por meio de precursores marcados com LJ C e espec- 
troscopia NMR (ressonância nuclear magnética) em tecidos to- 
tais. Como o sinal NMR é característico do composto contendo 
o IJ C, pudemos acompanhar o deslocamento dos carbono* mar- 
cados em precursores nos intermediar ios do rido e em compos- 
tos deles derivados. Essa lècnka promete bons resultados para 
os estudos da regulação do ciclo do ácido cítrico e suas inieiuj- 
nexóes com outras vias metabólicas como a glkõhse, 

A energia de oxidação é 
eficientemente conservada no ciclo 

Acabamos de cobrir uma volta completa do rido do ácido ctlh- 
co { Fig 16-1 1 ). Dm giupo acctil. comendo dois átomos de car- 
bono. foi introduzida no tido por combinação com o oxaloaçe- 
lata. Dois átomos de carbono emergiram do ciclo como CQfc 
nos passos em que foram oxidados o isocitrato e o a-cetoglutt- 
rata, A energia liberada por essas oxidações foi conservada n* 
redução de trés NAD r e um FAD e na síntese de uma molécula 
de ÀTP ou de GTP. No final do ciclo foi regenerada uma molé- 
cula de oxaloacetato. Note que nü dois átomos de carbono que 
aparecem como C0 2 não são os mesmos dois carbonos que en- 
traram no rido na forma de grupa acetil; são necessárias voltas 
adicionais ao longo do ciclo, antes que os átomos de carbono 
que entraram como gru po acet il fi n aí mente apa reçam como COj 
(Fig, 16-7). 
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Adendo 16*2 Citrato; uma molécula simétrica que reage assimétrica mente 


Quando compostos contendo o isótopo pesado do 
carbono e os isótopos radioativa do mesmo 
M C t ,Jl C tornaram-se dbponivtb para os hioqui- 
miOH, perto de cinqüen ta anos atrás, rapidamente 
foram empregados para traçar a via dos átomos de 
carbono por meio do eido do ácido ritrko, Em um 
desses experimentos, que iniciou a controvérsia so- 
bre o papel do ácido cítrico, o acetato marcado no 
grupo carbuxlla (designado [ L- ] *C[ acetato) foi in- 
cubado aernhicamente com uma preparaçâu de te- 
cido animal. Nos tecidos animais, o acetato é enzi- 
maticamente convertido em acetil-CoA e„ as&im, foi 
possível acompanhar o caminho do átomo de car- 
bono marcado da c arbox ila do grupo acetil por meio 
das reações cidicas. iTcpois da incubação, o ci-tcío- 
gluiarato iúi isolado da preparação de tecido e de- 
gradado por mçócs químicas oonheódas, de for- 
ma a ser possivd «utxkcer as posições do átomo 
de carbono hotõpko derivado do acetato marcado 
na carboxila 

Esperava-se que j condensação do oxaloacetdlo 
não- marcado com o acetato marcado na carboxila 
pruduzisse citrato marcado em um dos dois grupos 
carboxilas primários, Como o citrato è uma molé- 
cula simétrica, sem nenhum carbono assimétrico, 
os seus dois grupos carboxiterminais são quimica- 
mente indistinguíveis. Portanto, esperava-se que 
metade das moléculas de citrato marcadas liberasse 
a-cetogJutaratn marcado no grupo a-carboxila t que 
a outra metade liberasse v u-cetoglutaralti marcado 
no grupo y-curboxiU; isto é, o a-crtogluiarato isola- 


do devena set uma mistura de moléculas marcadas 
em ambos oc grupos carbadUs ( Fig. 1 >, 

Contrirámente a essa expectativa, o a-cctoglu- 
tarato marcado isolado da suspensáo de tecido con- 
tinha apenas o isótopo marcado no grupo y-carbo- 
xila ( Fig. 1. via 0). Os pesquisadores conduitam 
que o próprio citrato, ou qualquer outra molécula 
simétrica, dificilmente poderia ser uma das subs- 
tâncias intermediárias no caminho entre o acetato e 
o a-cetoglutarato. Assim, um ácido iricarboxílico 
assimétrico, presumivelmente râ-aconitato ou iso- 
citrato, deveria ser o primeiro produto da conden- 
sação entre acetato e oxaloacelato. 

Em 194A, cnlrrLantú, Alexandrr Dgston mostrou 
que. emborj o citrato não tenha centro quirai (veia 
Fig. 3-9)* ele ten» a pofencta/idadr de ttagír issime 
irscamente, desde que a enzima que age sobre de 
tenha um ihio ativo assimétrico. Ele sugeriu que o 
rftio ativo da aconitase. a enzima que age sobre n 
citrato recém-formado, pode ler trés pontos aos 
quais ã molécula de citrato deve ligar-se r que a 
molécula do ciirato precisa sofrer uma ligação es- 
pecífica por meio desses irés pontos de ligação. 
Como pode «r visto na Figura 2, a ligação do citra- 
to aos trés pontos pode acontecer de uma única for- 
ma apenas e isso explicaria a formação de um únicu 
tipu de u-ccloglutarato marcado. Moléculas orgâ- 
nicas como u citrato, que nio possuem centro qui- 
raJ mas são putenrialmentr capazes de reagir assi- 
irielxicaxne me com um sílio ativo assimétrico, são 
agora chamadas de moléculas proquirais. 
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Figura 1 - incorporação no o^etoglutaratQ. pelo odb do ácido dínco. do carbono isalô- 
pico i"C) do grLpo ace ti martado Estão indicados em yermelho os âipmc* dé carbono 
do grupo acetJ que entram no bdo na forma dç acebKoA 
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Figura 2 - A natureza proquiral do citrato, (a) E tf rutura do citrato, ib) Representação 
esquemática do citrato: X = —OH; Y = — COO , 2 - — CHjCQO". (t) Ajuste complemen- 
tar cometo do dbãto no sitio de ligação da acomtase. Existe apenas uma maneira pela 
qual os trés grupos de o bato espeo! içados podem ajustar-se aos irés tf tios de liga- 
ção Assen. apenas um dos do<5 grupos — CHjCOO" é ligsdo pela acondâse 
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Figura 16-11 - Produtos de uma volta do 
íklo do áckto cítrico Cada volta do ock) 
do áorio tltrco produz írés NADH e um 
FAOHj, bem como um GTP lúu um ATFf. Dois, 
COí são produzido* nas reações de descar- 
boxiaçdo ovdaliva Nesta e em *ánas figu- 
ras a teguv mostramos iodas as reações do 
CKV> ooontndo em apenas um ltucd senti- 
do. mas lemtre-w de que a ma»ona d» rça- 
çóes, na realtoade. são reversíveis. como mos- 
trado oa figura 16-7 


Acctrl-CoA 



Embora o cicia do ácido cítrico gere diretamente apenas uma 
molécula dc ATP por volta (na conversão de succinil-CoÀ eni 
sucrinatoh os quatro passos de oxidação do ciclo fornecem um 
grande fluxo de elétrons para a cadeia respiratória, por meio de 
NA PH e FADHj, c esta leva ã formação de um grande número 
de moléculas de ATH durante a fosforilação oxida ti va, 

No Capitulo 15 vimos que o rendimento de energia da pro- 
dução de duas moléculas de piruvacn, a partir de uma molécula 
de glicose, durante a glicóli se é representado por duas molécula* 
de ATP e duas de NADH. Na Ébsíbrilação oxidai iva (Capítulo 
19). a passagem de dois elétrons do NADH para o oxigênio po- 
tência a formação de mais ou menos 2*5 moléculas de ATP* c a 
passagem de dois elétrons do FADH 2 para o oxigénio potência a 
formação dc 1 .5 molécula de ATP, Essa estequiomema nos per- 
mite calcular o rendimento em ATP da oxidação completa da 
glicose. Quando ambos os piruvatos são oxidados até 6 CO : por 


meio da ação do complexo da piruvuto desidrogenase e do eido 
do ácido cítrico e os elétrons correspondentes são transferidos 
para o 0 2y 32 moléculas de ATP são obtidas pela glicose (Tabela 
Em números redondos, isso representa a conservação de 
32 x 3G,5kJ/moI = 97GkJ/mol. ou 34% do máximo teórico de 
2.840kJ/mol disponíveis pela oxidação completa da glicose. Es- 
tes cálculos empregam a energia livre padrão; quando corrigi- 
das para a energia livre verdadeira necessária para sintetizar o 
ATP no Interior celular (Adendo 1 4-2 ) „ a eficiência calculada do 
processo chega perto dos 65%, 

Por que a oxidação do acetato é tão complicada? 

O processo cíclico de oito passos enzimático* para a oxidação 
até CO; do grupo aceril simples com apenas dois átomos de car- 
bono pode parecer desnecessariamente complicado e em desa- 
cordo com o princípio biológico da economia máxima. Entre- 


Tabela 16-1 - A estaquiometria da redução d» toenzimas * da formação òe ATP na oxidação aeróbtea da uma woM ofti de glicose por 


mato da via glkoiitka seguida da iwyo da prryvato de*kh"oq*na«. do ódo do ãodo cítrico e da fosfo rflação oMklativ 



Numtro da ATP ou de 

Nõmaroda moJéaáaj 

Reação 

coenzímas red uí idas 
formadas direta mente 

de ATP 

formadas ao final' 

Gteose — -* gfcOMe-6-fosfato 

-1 ATP 

^1 

Fnno5e-64íffilato — * fnitose+l ,6-bifosfato 

-1 ATP 

-1 

2 Glcerãld&ldo-S -fosfato — — * 2 IJ-brfosfoglicerato 

2 NADH 

3-5 

2 1,3-BifoSfogliCerato * 2 3-fosfagtÇsrato 

2 ATP 

2 

2 pDsfoenolpInwito — *■ 2 piruvato 

2 ATP 

2 

2 Piruvato — * 2 Kfltll-CoA 

2 NADH 

5 

2 isodtrítQ > 2 s-cetoglutarato 

2 NADH 

5 

2 a-Cetoglutarato — * Isucdnil-CoA 

2 NADH 

5 

2 SucdnH-CoA — * 2 succinato 

2 ATP (ou 2 GTP) 

2 

2 Succinato — * 2 fumarato 

2 FADH 2 

3 

2 Mafato — * 2 oxaloacetato 

2 NADH 

5 

Total 


30-32 


•Este número é calculado como 2.5 ATT por NADH e 1.5 ATP por FADHj \jm «ator negativo indica consumo 
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tanto, a função tio ciclo do ácido diria» não está confinada à 
oxidação do acetato. Essa via é. na realidade, o centro do meta- 
bolismo intermediário. Produtos finais com quatro e cinco áto- 
mos de carbono de muitos processos metabólicos são lançados 
no eido para serem utilizados como combustíveis. O oxaloace- 
t.ito e o u-cetogJutarata por exemplo, são produzidos a partir de 
aspartaio e glutamain, respectivanwnte, quando ocorre a degra- 
dação de proteínas. Em algumas arcunstándas metabólicas, os 
interrnediárkH ião redrados do eido pari ser empregados como 
precursores em uma grande variedade de vias biossin iét icas. 

O Òdo do acido ciirko. como todas as demais vias metabó- 
licas, c um produto da evolução, e muito dessa evolução ocorreu 
antes do advento dos organismos acróbios. Ela não representa, 
obrigatoriamente, a via mais mrta entre o acetato e o C0 2 , mas 
é a via que. ao longo do tempo, conferiu a maior vantagem sele- 
tiva. Os anaerúbicos primitivos muito provavelmente emprega- 
ram algumas das reações do ciclo do ácido cítrico em processos 
biossim éticos lineares. De fato, alguns microrganismos anaeríi- 
bicos modernos imm um ciclo do ácido cítrico incompleto como 
fonte, não de energia, mas de precursores de biossmteses. (Fig, 
16- (2), Esses organismos empregam as trés primeiras reações 
do ciclo para fazer a-cetogluE a rato, mas. como nào possuem a 
a cetoglutarato desídrogenase* não podem conduzir o con jun- 
to completo de reações do ciclo do ácido cítrico. Eles têm as qua- 
tro enzimas que calai bam a conversão reversível de oxaJoaceta 
to em fucei nil-CoA e podem produzir malaio, íumanto, sueti- 
nato e sucdnil-GoA a partir de oxa lo acetato em um sentido 
inverso daquele ‘normal” f oxidai rvo) do cicio. Isso é uma fer- 
mentação, com □ NADH produzido pela oxidação do isodtrato 
reciclado pela redução do oxalnaccuto em succmata 

AcetibCoA 

FusToenolpiruvala 

ou 

piruvato 



Figura 16-12 - Precursores blosslntitlcos produzidos por um ciclo 
do ácido dtrico Incompleto pr*»ntt «m bactérias anaeróbias Es- 
tos anaeróbios nao têm cmeioglutarauj desidrogenase e. por isso, não 
podem realizar ú ciclo do ácido Cítrico completo O a-cetogíutaralo e o 
suconJ-CoA servem como precursores em atgumas was bicranttticas 
Veja a Figura 1&-1 1 para a direçào 'normaí" dessas reações ng cdo do 
áodo cfthra 


Com a evolução dás danobactérias que produziram Oj a 
partir da água, a atmosfera da Terra tomou-se oxidame e os or- 
ganismos ficaram sob pressão evolutiva para desenvolver o me- 
tabolismo aeróbúu, o qual. como acabamos de observar, é mui- 
to mais eficiente que a fermentação anaeróbka. 

Os componentes do eido do acido cítrico são 
intermediários biossintétkos importantes 

Nos organismos aeróbko*. ó ado do acido cítrico é uma via 
anfibõlka, isto é, ela serve tanto a processos catabólku* quanto 
anabòlicos, Ela nào funciona apenas no catabolismo oxidai ivo 
de carboidratos, ácidos graxos e amínoáeidos. mas, como nos 
antecessores anaeròbicos, também fornece precursores para 
muitas vias biossintéticas ÍFig, 16-13). O ó-celngluUralo eoxa- 
kucctato podem servir como precursores dos aminoáridns glu- 
tamato e aspartato por simples transaminação (Capitulo 22). 
Por meio do aspa rt ato e do glutamato os carbonos do üXãJoace- 
tato e do a-cetoglutarato são então empregados para construir 
as moléculas de outros aminoácidos como, também, moléculas 
de nucleotídeos de purlnas e pirimidínas. O oxaloacetáto pode 
ser convertido em glicose por meio da neoglicugênese (veja Fig. 
20-2). O succinil-CoA éüm componente central na biowtnlese 
do anel de porfiriru do grupo beme que serve de transportador 
do oxigénio na hemoglobina e na miogjobüia e como transpor- 
tador de elétrons nos rilocromos. O citrato è sintetizado e libe- 
rado por certos microrganismos que, por isso, são aproveitados 
comer aalmenie (Adendo 16-3). 

As reações a napl eróticas repõem os 
intermediários do delo do árido cítrico 

A medida que os intermediários do eido do iridta dlrico são 
removidos para servir de precursores biossintéticos, des ião re- 
postos por meio das reações anapleròticas ( Fig. 1 6- 13 e Tabela 
16-2). Em condições normais, as reações pelas quais m interme- 
diários do eido são retirados e aquelas por meio das quais eles 
são fornecidos tstin em equilíbrio dinâmico, de tal forma que 
as concentrações nos iniermediários do ciclo do ácido cítrico 
permanecem quase constantes. 

A Tabela 16-2 mostra as reações ampleróticts mais comuns, 
todas elas, em vários organismos e tecidos animais, transfor- 
mam ou piruvato ou fosfoenolpiruvatu em oxaloaccfato ou 
malato. A reação anaplerétó mais importante nos tecidos he- 
pático e renal de mamíferos é a carbuxilação reversível do piru- 
vjio por CO;, para formar oxaloacelalix catalisada pela piruva- 
to tarbmcikse. Quando o ciclo do ácido cítrico eslá deficiente 
em uxaloacetato ou em qualquer outro dos seus intermediários 
O piruvato é desça rboxilado para produzir mais oxaloacefaiu. Essa 
adição enzimática de um grupo carboxila á molécula do piruvato 
requer cnetgja, que é fornecida pelo ÀTP. A energia Ime ncocssi- 
ria para ligar enri mat nramente um grupo carixnulj ao pinivxio e 
mais ou menos igual á energia livre fornecida pdo ATT, 

A piruvato carboxilase é uma enzima reguladora < virtual- 
mente inativa na ausência de acetÜ-CoA, o seu moduladur alos- 
térico positivo. Sempre que o acetü-CoA, que é o combustível 
para o ciclo do ácido d tricô, eciá presente em excesso, estimula a 
reação da piruvato carbuxilasc para produzir mais oxaloucelato, 
capacitando o ciclo para usar maior quantidade de acrtil-CoA 
na reação da citrato simusc. 

As reações anapl eróticas mostradas na Tabela 16-2 são tam- 
bém reguladas para manter o nível de intermediários alto o sufi- 
ciente para suportar a atividade do ciclo do ácido dtricu. Par 
exemplo, a fosfoenol piruvato c.irboxilase é ativada pelo inter- 
mediário glicolítico frutose- 1 .6- bi fosfato, o nível do qual au- 
menta quando o eido do ácido cítrico opera muito vagarosa- 
mente para processar todo o piruvato gerado pck glicólise. 
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Figura 16-13 - Papel do cído do àddo cítrico no an«boli»mo Os intermediários do ciclo do ácido cítrico estão 
mostrados como precursores em muitas vias blosslntetkas. Mostradas em vermelho estão quatro reações anaplerúti- 
cas que recompõem os intermediários do ciclo quando em baixa concentração (veja Tabela 16-2). 


Adendo 16-3 Citrato sintas^! refrigerantes e o suprimento de alimentos para o mundo 


O citrato cem numerosas t importante* aplicações 
industriais. Um exame rápido dos ingrediente* pre- 
sentes na maioria dos refrigerante* revela o empre- 
go comum do ácido cítrico paia coníerir um sabor 
ácido ou brotado. O ácido cítrico e. lambem h em- 
pregado como plastificado? r antiespumante na 
manufatura de alguma* minas, cumo mordente 
para dar brilho ás core do tecido* e como antkiri- 
d ante para preservar o aroma de aJimenim O ácido 
dtrko £ produzido i nd ust na I m ente peio cultivo do 
fungo Asperpllus nigrr na presença de uma fonte 
barata de carboidratos, em geral mdaço de beterra- 
ba. As condições de cultivo *lo tais que as reações 
do cicia do ácido dtrko $lo inibidas, dessa forma 
ocorre um acumula de citrato. 

Em uma escala global, o ácido difiro pode de- 
wmpenliar um papel espetacular no alívio da fome 
no mundo. Com suas tris carboxita* eletricamente 
negativas, o citrato é um bom qurtanir de íons mt- 
tálicos, e algumas plantas exploram essa proprieda- 
de liberando dtralo no solo, onde ele se liga ao metal 
e impede sua absorção pelo vegetal. De particular 
importância nesse problema encontramos o alumí- 
nio iônien (AÍ 34 K que é tóxico para muitas plantas e 
provoca colheitas menores cm 30% a 40% do solo 
arável do mundo. Apesar de o alumínio ser o metal 
mais abundante na crosta terrestre ele ocorre em 
compostos que são biologicamente inertes, como o 
hidróxido de alumlnjn — Al(OH)> Entretanto, 
quando o pH do solo é menor que 5, o Al 1 ' torna-se 
solúvel e pode ser absorvido pelu raízes das vege- 
tais. O solo ácido e a toxicidade do Àl 1 f são forte- 


mente prevaientes nas rqpdes tropicais, ondeas sa- 
fras de milho podem «f reduzidas em até 30%, Nd 
México, a produção de mamões é limitada pela to- 
ncidídedo Al r ' a «ma área de 20.000 hectares, quan- 
do a área teoricamente possível de ser cultivada t de 
3 milhões de hectares. Uma sòliiçâõ seria a de ele- 
var o p H d n sok> com cakário, mas isso è econômi- 
ca c ambícnlaJmenle dcucoruelhado. Outra alter- 
nativa seria a de se obter mamoeiros resisietties ao 
Al 14 . Plantas naiuraJmcnte resistentes já existem e 
fornecem os meios pari unta terceira solução alta- 
nativa: transferir i resãrtèneia para plantas fornece- 
dora* de colheita* por meo da engenharia genética. 

Um grupo de po-quiwdocei no Méxko produ- 
ziu, por engenharia genética, mamoeiros e plantas 
do tabaco capares de sinletirai em níveis elevados 
uma citrato sintas* bacleriana. Esses vegetais, pro- 
duzem cinco a seis vezes, mais ácido dtrico que o 
normal e crescem em presença de concentrações de 
AJ 5 ' dez vezes maiores que o máximo suportado por 
planta* controles. Ksse nívd de resistência permiti- 
ria ao México cultivar mamoeiros nos quase 3 mi- 
lhões de hectares atua Intente tomados improduti- 
vos pelo Al 34 . 

Segundo a* taxas projetadas de crescimento po- 
pulacional, a produção de alimentos precisará mais 
do que triplicar dentro de 30 ano* para poder ali- 
mentar adequada mente *í,tj bilhões de pessoas. Uma 
solução a longo prazo pode ser aumentar a produ- 
tividade das colheitas na* terras aráveis afetadas pela 
toxicidade do alumínio, e o ácido cítrico pode ter 
um papel importante ria realização desse objetiva 
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Tabela 16-2 - Reações anapleròticas 


Reação 


Teci do(s)/ organ tsmofs) 

, ftiruvatí) LíubúxILiStf 

Piruvato 4 HCO3 4 ATP , ==fc 

oxaioacetato + ADP 4 Pj 

Fígado, rim 

PEP mbu: 

* oxaioacetato 4 tjTP 

Coração, músculo esquelético 

n ^ PEP íarbojíLlaae 

Fosfoenolpiruvato + HCQt , =a 

: oxaioacetato 4 P 

Vegetais superiores, levedura, bactérias 

cimma JtlàliUú 

Piruvato 4 HCOg 4 NAD(P)H 

±'malato 4 NAD(P) + 

Largamente distribuída nos eucsriotps e procariotos 


A biotina transporta grupos CQ 2 
na piruvato carboxilase 

A reação catalisada pela piruvato carboxilase requer a vitamina 
bintina (Fig, 16- 14), que é o grupo prostético da enzima, A bio- 
tina desempenha um papel-chave em muitas reações de carbo- 
xilação, Essa vitamina é um transportador especializado de gru- 
pos com um átomo de carbono na sua forma mais oxidada: C0 2 
(a transferência de grupos de um carbono em formas mais re- 
duzidas é mediada por outros co-fatores, príncípalmente o te- 
traidrofolato e a 5-adenosilmetionina, como descrito no Capí- 
tulo 18). Os grupos carboxila são ativados em uma reação que 
quebra o ATI 3 e une o CO 2 ã biotina ligada na enzima. Esse 0O 2 
“ativado" é* então, passado para um receptor (no caso o piruva- 
to) em uma reação de carboxilação, 

A piruvato carboxilase é composta de quatro subunidades 
idênticas, cada uma delas contendo uma molécula de biotina 
Ligada covalentemente, por meio de uma ligação a mídia ao gru- 
po e-amino de um resíduo específico de lisina, localizado no 
sítio ativo da enzima (Fig, 16- 14). A carboxilação do piruvato 
ocorre em dois passos; primeiro um grupo carboxila derivado 
do HOí é ligado à biotina, então o grupo carboxila é transferido 
ao piruvato para formar oxaloacetato. Esses dois passos ocor- 
rem em sítios ativos separados; o braço longo e flexível de bioti- 
na permite a transferência de grupos carboxila ativados do pri- 
meiro sítio ativo até o segundo, de forma muito semelhante àque- 
la do braço longo de lipoilisil de Ej no complexo da piruvato 
desidrogenase. 

A biotina é uma vitamina, logo é necessário que esteja pre- 
sente na alimentação humana; ela é abundante em muitos ali- 
mentos e sintetizada pelas bactérias do intestino. Doenças ca- 
rendais dessa vitamina são raras e, em geral, são observadas ape- 
nas quando grandes quantidades de ovos crus são consumidas 
por uma pessoa. A clara do ovo contém uma grande quantidade 
de uma proteína chamada avidina (±W r 70. DOO), essa proteína se 
liga fortemente à biotina e impede a sua absorção no intestino, 
A avidina, presente na clara do ovo, pode ser um mecanismo de 
defesa, atuando como inibidor do crescimento de bactérias. 
Quando os ovos são cozidos, a avidina é desnaturada e inativa - 
da, juntamente com todas as outras proteínas da clara. 


Regulação do Ciclo do Ácido Cítrico 

As enzimas- chave das vias metabólicas são reguladas por efeto- 
res alostéricos e por modificação cova! ente para assegurar a pro- 
dução de intermediários e de produtos nas velocidades necessá- 
rias para manter a célula em estado estacionário estável e para 
evitar a superprodução desperd içado ra de intermediários (veja 
págs, 427-429). Q fluxo de átomos de carbono do piruvato para 
0 eido do ácido cítrico e através dele é estreitamente regulado 
em dois níveis; a conversão de piruvato em acetü-CoA, o mate- 
rial inicial do ciclo (a reação do complexo da piruvato desidro- 
genase), e a entrada de acetil-GoA no ciclo (a reação da citrato 
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Figura 16-14 - O papel da biotina na reação catalisada pela piruva- 
to carboxilase A biotina está ligada à enzima por meio de uma ligação 
amida com 0 grupo e-amino de um resíduo de lísina, formando a biotiníl- 
enzima. A enzima catalisa um processo em dois passos. No passo®, um 
átomo de nitrogénio da biotina faz um ataque nudeofllioo ao kxn bicar- 
bonato (vermelho), a forma predominante do C 0 2 em pH 7 . Simultanea- 
mente, um átomo de oxigênio do bicarbonato ataca o fosfato terminal 
do ATP, deslocando 0 P. e formando um carboxifosfato transiente (não 
mostrado). Esse passo adiciona a energia da hidrólise do ATP à variação 
global de energia livre para a reação. Os átomos restantes do bicarbona- 
to 5áo r agora, reunidos à biotina como "COj atrvedo", caíboxibfcítinih 
enzima. O grupo caitoxibiotinil está na ponta de um braço longo e flexí- 
vel (a cadeia lateral do resíduo de lisina e os grupos metileno da biotina} 
que oscila entre 0 sítio de ativação do C 0 2 e 0 sítio de cârboxilaçáo do 
piruvato. A ligação cova lente assegura que o intermediário ativado não 
deixará a superfície da enzima No passo ® r 0 piruvato em sua forma 
enol ionizada (enolarto) (em azul) faz um ataque nudeofilico ao CCh ati- 
vado, deslocando e biotinil-enzima e formando ooxaloacetato. Mecanis- 
mos similares ocorrem em outras reações de ferboxilaçâo dependentes 
de biotina, como a propionil-CoA carboxilase (veja Fig. 17-1 f) e a acetil- 
CgA carboxilase (veja Fig. 21 - 1 ), 


sintas?). Como piruvato não é a única fonte de acetil-CoA (a 
maioria das célula pode obter aeetLbCoA pelã oxidação dos ács- 
dm graxos e de certos iminoácídosh a possibilidade de obten- 
ção de imermediários dessas outras vias é muito importante na 
regulação da oxidação do piruvato e do ddo do ácido cítrico. O 
ciclo também é regulado na ãbura da reação da isodtrato desi- 
drugena&e e na reação da a-cetoglutarato desidrogenose. 

A produção de acetil-CoA pelo complexo 
da p iruvato des i d roge n a sé é regulada 
por mecanismos a los térreos e cova lentes 

O eomplexn da pinivato desidrogenase de vertebrados ê forie- 
mente inibido por ÂTP e por acetü-CoA e NADH, os produtos 
da reação catalisados pelo complexo (Fig. 16-15), Essa inibição 
alostérica da oxidação do piruvato é muito aumentada quando 
estio presentes ácidos graxas de cadeia longa. Quando muito 
pouco acetato flui para o ciclo do ácido cítrico, acumulam -se 
AMR Lo A t NAD, rodos des ativam ilostericamente o com- 
plexo da piruvato desidrugenase. Assim, a atividade dessa enzi- 
ma é desligada quando a$ substâncias combustíveis estão dispo- 
níveis de maneira ampla na forma de ácidos graxos e acetü-CoA 
e quando as relações [ ATP]/| ADP} e [NADH |/|NAD' ] estão al- 
tas. entretanto, quando j tíenumda por energia esti alta e é ne- 
cessário um íluxo maior de aceiil-CoA para o ciclo, a atividade 
do complexo enzimático e ligada. 

Nos vertebrados, esses mecanismos de regulação alostérica 
do complexo da piruvato des i d roge n ase são complementados 
por um segundo nivel de regulação, a modificação cov alente de 
proteínas. Q complexa enzimático é inibido peta fosforilação 
reversível de um residuo especifico de serina em uma das duas 
suhunidades de E e . Como foi observado anterio rmente, em adi- 
ção às enzimas E Et E : e E* 0 complexo da piruvato desidrogenase 
contém duas proteínas reguladoras, cujo único propósito é re- 
gular a atividade do mesmo complexo. Uma proteína quinas* 
especifica fosfbrila e. assim, inativa E l . uma fosíoprolema tosta 
use específica remove o grupo fosfato por hidrólise e, dessa for- 
ma. ativa E t . Aqumasc é ativada alostericamente por ATR quan- 
do os uiveis de ATP estio àlios i refletindo um suprimento de 
energia suficiente), o complexo da piruvato desidrogenaseé ina- 
livado por fosforilação de Ei, Quando os níveis dc [ATP] decli- 
nam. a atividade da quinas? decresce e a ação da fosfatase remo- 
ve os fosfato* de E lh ativando o complexo. 

Q complexo da piruvato desidrogenase de vegetais, encon- 
trado na matriz mitocondrUd e dentro de plasUdios. é for te- 
mente [ rúbido por NADH, que pode ser o seu regulador primá- 
rio. Existem também evidências de que a inaitvaçio da enzima 
mitocondrial vegetal seja controlada por fosforilação reversível 
O complexo da piruvato dcsidrogenase da £ tpíi esta sob regula- 
ção alostérica similar àquela da enzima de vertebrados, mas a re- 
gulação por fosforilação apauememente não ocorre na enzima bao 
tetiana. 

O ddo do áddo cítrico é regulado na 
altura de seus três passos exergônkos 

O fluxo de metabólitos por meio do ciclo do ácido cítrico esta 
sob regulação estrita. Três fatores governam a velocidade do flu- 
xo por meio do eido: disponibilidade de substratos, inibição 
por acúmulo de produtos e inibição alostérica retroativa das 
primeiras enzimas da via, 

No eido, três passos são fortemente exergómcos, aqueles ca- 
talisados pela citrato sintas*, tsodtraío desidrogenase e a-ceto- 
gtutarato desidrogenose (Fig. 16-15). Sob determinadas circuns- 
tâncias. cada um deles pode tomar-se o passo limitaMc da vdod- 



Fiqura 16-15 - Regulação do fluxo metabólico que w ínkia com o 
piruvato e atravessa o rido do áodo ritrico Q complexo da ptmva- 
tó desidrogenase é mibdO átosiertameme por vakjnes altos das reta- 
çÔh IATPMADPI. lfíAOM^NAD'1 e UceH-CoAMCoAl. que «odeam um 
estado suficiente de liberação de energia metabólica, A damnuição desses 
valores resulta em ativação àlóSténca da oxidação do piruvato. A veloci- 
dade do fluxo por meio do ciclo do ácido cítrico pode ser limitada pela 
disponibilidade dos substratos acetil-CoÀ e oxalqacetato, ou pela de- 
pléÇão do NAD~ por mero de sua redução a NADH, q que diminuí a 
velocidade dos três passos oxidativos nos quais o NAD + è co-fator A 
Inibição retroativa pelo suecinil-CoA, citrato e ATP também diminui a 
velocidade do ddo por desacelerar as suas primeiras reações Mo tecido 
muscular. Ca J * sinaliza 0 mídO da contração e «limula o metabolismo 
liberador de energia, de maneira a repor o AfP consumido peta aNida- 
de muscular 


dade global. A disporub iludode de substratos para a citrato sintas* 
lacétil-CoÀ * oxaloatcUio) varia com as circunstâncias metabó- 
licas e algumas vezes limita a velocidade de formação do citrato. 
Q NADH, um produto da oxidação do dl rato c do fi-celogluta- 
rato, a cumula -se sob determinadas condições, c quando a rela- 
ção [NÁDHl/|NAD + ] torna-se elevada, as duas reações de desi- 
drogenação sio severa mente inibidas pela lei da açâo das massas. 
De forma similar, a reação da malato desidrogenase está essen- 
cialmente em equilíbrio na célula (isto é, ela é limitada pelo subs- 
trato; veja Figura 15-16), e quando |NADH]/[NAD*[ e elevada, 
a ctmeen. tração de oxaJolCétato é baixa, desacelerando o primei- 
ro passo no ciclo. A acumulação dos produtos inibe todos os 
irH passos limitantes da velocidade do ciclo: a sucdnil-CoÀ ini- 


be □ a-cetoglutamto desidrogenase (e também a citrato sinta- 
se); o citrato bloqueia a citrato sintase; enquanto o produto fi- 
nal, ATP, inibe aínbas: a citrato sintase c a isocitrato desidroge- 
nase. A inibição da citrato sintase pelo ATP é aliviada pelo A PP, 
um ativador alostérico dessa enzima. Os tom cálcio, que nos 
músculos dos vertebrados são o sina] para contração e o conco- 
mitante aumento na demanda por ATP, ativam ambas as enzi- 
mas, isocitrato desidrogenase e a-cetoglutarato desidrogenase, 
assim como o complexo da piruvato desidrogenase. Em resu- 
mo, as concentrações de substratos e intermediários do ciclo do 
ácido cítrico regulam o fluxo por meio dessa via em uma veloci- 
dade que fornece concentrações ótimas de ATI 3 e NADH, 

Sob condições normais as velocidades da glicólise e do eido 
do ácido cítrico são de tal forma integradas que é metaholizada 
apenas a quantidade exata de glicose que fornece o ácido pi rú vi- 
ço suficiente para suprir o ciclo do ácido cítrico com seu com- 
bustível, os grupos acetil do aeetil-CoA. Piruvato, lactato e ace- 
til-CoA são normalmente mantidos nas concentrações do esta- 
do estacionário. A velocidade da glicólise é ajustada ã velocidade 
do eido do ácido cítrico, nio só pda concentração de citrato, 
mas também por meio de sua inibição por altos níveis de ATP e 
NAPH, que são componentes comuns dos dois estágios da oxi- 
dação da glicose — glicolhico e respiratório. O citrato, o produ- 
to do primeiro passo do ciclo do ácido cítrico, funciona como 
um importante inibidor alostérico da fosforÜação da frutose-6- 
fosfàto por fosfofrutoquinase- 1 na via glicolítica [pág. 43Ü). 

O Ciclo do Glioxalato 

Os vertebrados não conseguem converter ácidos graxos, ou o 
acetato deles derivado, em carboidratos. A conversão do fosfoe- 
nolpiruvato em piruvato (pág. 41 7) e do piruvato em acetil-CoA 
(Fig. 16-2) são tão excrgònicas que são essencialmente irreversí- 
veis. Se uma célula não tem a capacidade de converter acetato 
em fosíoenol piruvato, o acetato não pode servir de material de 
partida para a via gliconeogênica que leva do Fosfoenolpiruvato 
até a glicose (veja Fig. 20-2). Sem essa capacidade, um organis- 
mo ou uma célula é incapaz de converter em carboidratos os 
combustíveis que são degradados até acetato (ácidos graxos e 
certos aminoáddos). 

Como vimos em nossa discussão sobre as reações anapleró- 
ticas (Tabela 16-2), o fosfoenol piruvato pode ser sintetizado a 
partir do oxaloacetato na reação reversível catalisada pda PER 
carboxjquinase: 

Oxaloacetato + GTP ■. fosfcenolpíruvato t C0 2 +■ GPP 

Como os átomos de carbono das moléculas de acetato que en- 
tram no ciclo do ácido cítrico aparecem no oxaloacetato oito 
passos depois, pode parecer que a operação do ciclo do ácido 
cítrico é capaz de gerar oxaloacetato a partir do acetato e, assim, 
gerar íbsfoenolpíruvato para a gliooneogênese. Entretanto, exa- 
minando a estequíometria do ciclo, revela-se que não há con- 
versão líquida de acetato em oxaloacetato; nos vertebrados, para 
cada dois carbonos que entram no ciclo como acetil-CoA, dois 
átomos de carbono saem dele, obrigatoriamente, como CO}, Em 
muitos organismos não vertebrados, o eido do glioxalato serve 
como um mecanismo para converter acetato em carboidrato, 

0 ciclo do glioxalato produz compostos com quatro 
átomos de carbono derivados do acetato 

Nos vegetais, em certos invertebrados e em alguns microrganis- 
mos como a £, cúli e a levedura, o acetato pode servir tanto como 
nm combustível rico em energia como uma fonte de fosfoenol - 


piruvato para a síntese de carboidratos. Nesses organismos, as 
enzimas do ciclo do glioxalato catalisam a conversão de acetato 
em sucdnato ou outros intermediários com quatro átomos de 
Carbono do ciclo do ácido cítrico. 

2 Acetil-CoA 4 NAD 4 4 2H ; 0 v 

succinato 4 2CoA 4 NADH 4 H 4 

No ciclo do glioxalato, exatamente como no ciclo do ácido 
cítrico, o acetíl-CoÀ condensa com o oxaloacetato para formar 
citrato. Entretanto, o rompimento do isocitrato não ocorre por 
meio da ação da isocitrato desidrogenase, mas pela divagem ca- 
talisada pda enzima isod trato liase, para formar sucdnato e glio- 
xalato. A seguir, o glioxalato é condensado com uma segunda 
molécula do acetil-CoA para formar malato, em uma reação ca- 
talisada pela malato sintase, O malato é subsequentemente oxi- 
dado até oxaloacetato, o qual pode se condensar com outra mo- 
lécula de acetil-CoA e iniciar outra volta desse ciclo (Fig. 16-16). 
Em cada volta do ciclo do glioxalato, entram duas moléculas de 
acetü-CoA e ocorre síntese líquida de uma molécula de succina- 
lo, que fica disponível para propósitos bíossintéticos. O succi- 
nato pode ser convertido por meio do fumar ato e do malato em 
oxaloacetato, o qual pode ser convertido em fosfoenolplruvato 
pela reação da PER carboxjquinase, como já descrito. O fosfo- 
enolpiruvato pode ser utilizado como precursor da glicose na 
gliconeogénese. 



Figura 16-16 - Cido do glioxalato. A citrato sintase, a aconitase e a 
malato desidrogenase sáo isozimas das enzimas do odo do ácido cítrico; 
a isocitrato liase e a malato sintase sao enzimas únicas do dcFo dó gJíoxa- 
latn. Note que dois grupos acetil (vermelho) entram no ciclo e quatro 
átomos de carbono saem dele como succinato (azul). 0 ciclo do glioxala- 
to foi elucidado por Hans Komberg e Neil Maüfwn. no laboratório de 
Hans Krebs. 


Nos vegetais, as enzimas do eido do glioxalato são seqüestra- 
das em organdas presas às membranas chamadas glioxissomos 
f Fig, 1 6- 1 7), Aquelas enzimas comuns aos ciclos do ácido cítrico 
e do glioxalato existem como duas isoenzimas, uma específica 
da mítocôndria, outra específica do glioxissomo. Os gíioxisso- 


Corpo lipídico 



Glioxissomo Mítocôndria 


Figura 16-17 - Microfotografia eletrônica de uma semente de pepino 
em germinação, mostrando um glioxissomo, mitocôndrias e corpos Npí- 
dicos ao redor. 


mos não estão presentes em todos os tecidos da planta e em todos 
os momentos. Eles se desenvolvem em sementes ricas em lipídios 
durante a germinação, antes que o vegetal em desenvolvimento 
adquira a capacidade de sintetizar glicose por íbtassíntese. Km 
adição às enzimas do ciclo do glioxalato, os glioxissomos também 
contém todas as enzimas necessárias para a degradação dos ácidos 
graxos armazenados nos rileos das sementes oleaginosas (veja Fíg. 
17-12). O acetil-CoA formado a partir de lipídios é convertido em 
succinato através do ciclo do glioxalato e o succinato é exportado 
para as mitocòndrias, nestas as enzimas do eido do ácido cítrico o 
transformam em malato. Uma isoenzima da malato desidrogenase 
oxida o malato em oxaloacetato, um precursor da gliconeog£ne$e, 
As sementes em germinação podem, assim, converter em glicose os 
átomos de carbono armazenados na forma de lipídios. 

Os animais vertebrados nâo possuem as enzimas específicas 
do delo do glioxalato (a isodtrato liase e a malato sintase) e por isso 
não podem realizar a síntese líquida da glicose a partir de lipídios. 

O eido do ácido cítrico e o ciclo do glioxalato 
são regulados de forma coordenada 

Nas sementes em germinação as transformações enzimáticas dos 
ácidos di e tricarboxílicos ocorrem em três compartimentos in- 
tracelulares : mitocândrias, glioxissomos e citosol. Entre esses 
compartimentos há um intercâmbio contínuo de intermediá- 
rios (Fig. 16-18). 



Figura lfi-18 - Relações entre os ciclos do glioxalato e do ácido cítrico. As reações dg ciclo do glioxalato (nos 
glioxissomos.) ocorrem simultaneamente e misturam-se com aquelas do ciclo do ácido cítrico (nas miioc&ndrias), á medida 
que os intermediários passam entre esses compartimentos por meio do citosol. A conversão do succinato em oxaloacetato 
à catalisada por enzimas do ciclo do ácido cítrico. A oxidação dos ácidos graxos em acetii-CoA está descrita no Capitulo 1 7; 
a síntese de hexoses a partir do oxaloacetato no CapítuJo 20. 
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O esqueleto carbônico do oxaloacmto do delo do ácido cí- 
trico (na mitocândría) é transportado para o glioxissomo na 
forma de aspariaio; u aspar rata é transformado em oxaloace- 
tato e sc condensa com o acetii-CoA derivado da quebra dos 
ácidos graxas. O citrato então formado é convertido cm isoci- 
trato peto acontiase, e este é rompido em glioxalato e succtna to 
pela isoa trato liasc. O succinato retoma à mitocôndría onde é 
transtormado cm malato no eido do ácido dtnco, esse nukto 
volta ao cílosol e é oxidado ( peto malato desídragenasel em ou- 
loaceutQ* Enfio, «« ouloacrtato. via neoglicogénese. é traiii- 
foimado em hexoses e sacarose, e esta i transportada parâ *s 
raizes em crescimento e para a folhagem. Quatro vks distintas 
participam dessas conversões: a quebra dos ácidos graxas em 
aceíil-CaA (nos glioxiuomos), o ddo do glioxalam tnos gli&- 
râsomos), o ddo do ácido cítrico {na mitooándxii i e a glicone- 
ogênese (no dtosoll 

O compartilhamento dc intermediários comuns requer que 
essas vias sejam reguladas de maneira coordenada. Situado no 
ponto de bifurcação entre os ciclos do ácido cítrico e do glío- 
xalato. o isodtralo f um intermediário crucial (Fig. 16-19). A 
isodtrato Jcsidrogcnase é regulada por modiikaçio covaJeme 
uma proteína quinas? especifica fosforíto e, com isso. inativa essa 
desidrogenase. A inaiivaçáu da isodtralo desidrogenase força q 
redireciona mento do isodtrato para o ddo do glioxatalo. em 
que de inicia a rota sintética em direção à glicose. Uma íos- 
foproleína fbsfitasc remove o grupo fosfato da isocitrato de- 
sídrogénaiá» reativando a enzima e fornecendo mais isodtrato 
para o eido do ácido cítrico que é liberador de energia, A pro- 
teína quínase reguladora e a fosfoproteína fosfatas e são ativida- 
des enzíniáticaa separadas, mas ambas residem no mesmo po- 
li peptldeo. 

Algumas bactérias, incluindo a E. coíi, possuem um conjun- 
to completo de enzimas para os eidos do ácido cítrico e do glio- 
xalato no ritosol A £ ca/t pode, portanto, crescer tendo 0 aceta- 
to comu sua única fonte de carbono e de energia. A atividade da 
iosfata.se, que provoca a ativação da isocitrato desidrogenase, é 
estimulada por intermediários do ddo do ácido dlrico e da gli- 
côltse e por níveis reduzidos dos indicadores de suprimento de 
energia celular (Fig. 16-19). Qs mesmos meiabóJdos inibem a 
atividade de proteína quinase da enzima bi funcional Assim, o 
acúmulo de intermediários das vias centrais liberadora» de ener- 
gia, ou a falta dc energia, resulta na ativação da isocitrato desi- 
drogenase- Quando a concentração desse reguladores cai, sina- 
lizando fluxo suficiente por meio do ddo do ácido citrko libe- 
rador de energia, a isocitrato desídrogenase é tnalivada pela 
proteína quinase. 

Os mesmos intermediários dos ddos do ácido dlrico e da 
via glkolítica que levam ã ativação da isocitrato desidrogenrac 
são ínibidoresalostericosda isocitrato liate Quando o metabo- 
lismo liberador de energia ocorre sufidentanente rápido para 
manter as concentrações de intermediários da gücólisc e do ci- 
clo do ácido cif rico baixos, a isodtrato desidrogenase é inativa - 
da, a inibição da isocilrato liase é libeiada e o isocitrato flui na 
via do glioxalato, cm que de é empregado na biossíntese dc car- 
boidratos, aminoácídos e outros componentes celulares. 
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FfQura 16-19 - É a regulação da isocitrato desidrogenne que de- 
termina a partilha do isocitrato entre os ciclos do ácido cftrfco e 
do glioxalato Quando a «ociJrato desidrogenase C inairvada por fera- 
ior ilação (por meio de uma proteJna quinase especifica}, o isocitrato é 
direcionado para leaç&es biossmtélicav por méo do ciclo do glioxalato 
Quando a enzima è ativada por deiosfcrilação (por meio de uma fosfa- 
ta» especifica), o isocitrato entra no ciclo do acido cítrico e ocorre a 
produção de ATP. 
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Resumo 


A respiração celular ocorre em trés estágios: (1) a 
formado oxidativa do acetil-CoA a partir de piru- 
vato, ácidos graxos e alguns aminoácidos; (2) a de- 
gradação dos resíduos de acetil pelo ciclo do ácido 
dtrico com a liberação de GO* e de coenzimas re- 
duzidas e (3) a transferência de elétrons para o oxi- 
gênio molecular, acoplada à íbsfbrilação do ADP em 
ATP. O catabolismo oxidativo da glicose libera muito 
mais energia que as vias fermentativas anaeróbkas. 

O piruvato, o produto final da glicólise, sofre de- 
sidrogenação e descarboxilação peio complexo da 
piruvato desidrogenase — amplo complexo que 
contém trás enzimas atuando seqiien ciai mente e 
requer cinco coenzimas — para liberar acetil-CoA 
e COjr O acetil -Co A entra no ciclo do ácido cítrico, 
o qual ocorre na mitocòndria dos eucariotos e no 
citosol dos procariotos. A citrato sintase catalisa a 
condensação do acetil-CoA com oxaloacetato para 
formar citrato. A aconitase catalisa a formação re- 
versível do isodtrato a partir do citrato: o isocitrato 
é então oxidado até a-cetoglutarato pela isocitrato 
desidrogenase em uma reação que também libera 
CO;, O a-cetoglutarato sofre outra desidrogenação 
e descarboxilação em succinil-CoA e CO* O succí- 
nil-CoA reage com a ADP (ou GDP) e Pj para for- 
mar succrnato livre e ATP (ou GTPK em uma fosfo- 
rilação no nível do substrato, O succínato é então 
oxidado em fumarato pela snccinato desidrngena- 
se, uma enzima Eigada á PAD e que é parte da mem- 
brana interna da mitocõndria (ou da membrana 
piasmálica nas bactérias), Ü fumarato é hidratado 
reversívelmente pela fu ma rase em L-malato, que é 
oxidado pela L-malatn desidrogenase ligada à NAD, 
regenerando, afinal, o oxaloacetato. Este pode com- 
binar-se com outra molécula de acetil-CoA e iniciar 
uma nova volta do ciclo. 

Experimentos de marcação isotópica dos átomos 
de carbono de moléculas combustíveis ou molécu- 
las de metabólitos intermediários estabeleceram que, 
nas células aeróbicas* o ciclo do ácido cítrico é a 
maior via de oxidação dos carboidratos. O comple- 


xo da piruvato desidrogenase de vertebrados é ini- 
bido pelos efetores aJostéricos NADH, ATP e acetil- 
CoA, O complexo enzimático é também inibido pela 
fosfor ilação reversível catalisada por uma proteína 
quinase e uma fosfatase que são parte do complexo. 
A velocidade global do ciclo é controlada pela velo- 
cidade de conversão do piruvato em acetil- Go A e pelo 
fluxo por meio das três enzimas do ciclo: citrato sin- 
tase, isocitrato desidrogenase e a-cetoglutarato desí- 
drogenase. Esses fluxos são determinados principal- 
mente pelas concentrações de substratos e produtos: 
os produtos finais ATP e NADH são inibitõrios. 

Os intermediários do ciclo do ácido cítrico tam- 
bém são empregados como precursores na biossínte- 
se de aminoácidos e de outras biomoléculas. Quarr- 
do isso ocorre, as concentrações dos intermediários 
do ciclo são recolocadas em níveis normais por meio 
de reações anaplerõticas catalisadas pela piruvato 
carboxilase, PEP carboxiquinase, PEP carboxilase e 
enzima málica. Nas sementes em germinação de al- 
gumas plantas e em alguns microrganismos que 
podem viver em meios cuja única fonte de carbono 
para a síntese de carboidrato é o acetato, entra em 
ação uma variante do ciclo do ácido cítrico, o ciclo 
do glioxalato. Esse processo envolve várias enzimas 
do ciclo do ácido cítrico e duas enzimas adicionais: 
a isocitrato liase e a malato sintase, localizadas no 
interior dos glioxissomos. Como esse ciclo contor- 
na os dois passos descarboxilativos do ciclo do ácido 
cítrico, ele torna possível a formação líquida de sue- 
cinato, oxaloacetato e outros intermediários do ci- 
clo a partir de acetil-CoA, O oxaloacetato assim for- 
mado pode ser empregado na síntese de glicose por 
meio da glieoneogênese. Os vertebrados não pos- 
suem o ciclo do glioxalato e, por isso, não podem 
sintetizar a glicose por meio do acetato. Em orga- 
nismos com ambos os ciclos do ácido cítrico e do 
glioxalatíj, a partição do isocitrato entre as duas vias 
é controlada em nível da isocitrato desidrogenase. 
Essa enzima está sujeita á regulação por fosfúrila- 
çâu reversível. 
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eieretion of aceíate. Dirr Top Ceff Rcgul 28. 69-106. 


íproblemas 


I. Fafu^ibrio 6o rido 6o ftrido cítrico O rido do árido 
cunco linti oito enzimas: atnlo sintase, aeoniLaie, ttod- 
deúdrogfRasf. a -eerogf utarato deudrpgenase. mc- 
riml-CuA sinteiase, sucriruto díndiu^miv, íunurase e 
mabig desidrogenjLse 

(a) Eacrert uma equação balanceada para a reação 
catalisada por cada uma destu emuTUS. 

(b) Ncunri os cd-éud «í requeridos «n cada uma des- 
sas raçôcí enrimátifat 

(c) Pata cada enximi u determine qual du* segumus 
termos docieve o dpo íte reação catalisada: condensa- 
ção ífafmação de uma ligação carbono-carbono); dtíã- 
dmação (perda de água); hidratação | adição de água); 
descartocExtbção (perda de COdt otidação-redução; án- 
fbrilação no nível do subsiraio; isomeritação. 

(d) Escreva uma equação liquida final baknteada do 
catabolismo do acetil-ÇoA atí COj, 


1. Soconhecendo raçáct de tnidaçáo e redução. A estra- 

so a passo de cofnpoüm orfãrtici» alé dtóxído de carbo- 
Do e água- A maior parte da energia produzida nessa oxi- 
dação É conservada na forma de ATP, por acoplamento 
adequado dessas reaçAes. Assim, t muito importante ser 
capaz de reconhecer pttxtum mrtabübcos de oudaçiO' 
redução, A redução de uma molécula orgânica resulta da 
hndrogenação de urna dupla ligação (Equação 1 ) ou uma 
ligação simples com divagem aaaoctada (Equação 2L Por 
outro lado, a oxidação de uma molécula orgânica resuka 
da desidrogenação. Mas reaçAes bioquimkas de redox 
(veia FToblema 3), as coemimas NAU e FAD funcionam 
para desidrogenar/hidrogenar moléculas orgânicas na 
presença das enzimas apropriadas. 


CH 3 -C-H + H-H 


Ace i aldeído 


ttdUÇltO 


LIKjlirçRti 


nduçio 

GHj — C + H T 4 H— H ‘ 

inidiçk 

Acetato 


H 


CH,-^ 

V H ’ 


0-H 

rrduçRo 

K 

Htanol 


Tcduçâo s 

“ — ^ CH S -C-H + ■“ 


f /H 


Actialdddo 


(« 


( 2 ) 


Para cada uma das transfnríTlãÇÓís metabólicas mos- 
tradas a seguir ('itens UJ a (f)} determine se acorreu asd- 
dução ou reduçâa. Equilibre cada transformação peia in- 
serção de H— H e H.O onde nrccsslrío, 



3, Relação entre liberação de energia e o catado de oxida- 
ção do átomo de carbono. Uma célula eucariota pode usar 
j gliunse (CftHizCy eo ácido hexanfllcn (C*H|*Gjl como 
combiutívcü para a respiração celular- Com bve em suas 
formulas estruturais, qual suèstárwia libera mais energia 
quandu sofre combustão completa até CO> c HiOí 

4. tloenzimas úi nrculinamid* tom*» irajuptirtadorc* rc 
dói itreniTOí, As cocrrzrmas da nknciftamMla (veja Fig, 
14-15 podem sofrer reações de oudaçáo- redução rrwrr- 
uy(q com substratos espeedicos e ru presença de desr- 
dítigeiiascs apropriadas- Not® reações. NADH + H' fun- 
ciona tomo a fome de hidrogénio (H— -Hb cn(ho descri- 


to no Problema t Sempre que a coenzima é oxidada, um 
substrato precisa ser reduíido simultaneamente; 

Substrato + NAPM + H l r ,h produto + NAD* 
Qndada RmjuJidtl firduinici UdeUd 

Para cada uma da* reações apresentada* a seguir, deter- 
mine se ç» substrato íoi oxidado ou reduzido ou se o seu 
estado de oxidação não variou (veia Pmbícma 2>. Para 
l» xubsa ralos que sofreram uma variação rcdoi. equili- 
bre a reação com u quaiUkUdc* necessárias de NAD\ 
MADH. H‘ i H-CX O ütojetiw í reconhecer quando uma 
Loen rima rédea f necmsãrii cm uma reação metabõbcL 


(a| CHiCHjOfl — - CHj. — çf' 

H 

E lanai Acc" aldeído 

r /> . v H , 

ib) J 0,1*0— CH^-C-C *- OjPO— Of 1 — C — C * HPO;- 

n mol i >1 

1 .5- Bi fosfoglicerato Gli c rraldeidu- 3 -focfrto 
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(c) "OOC— CHj — C — COO' 
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(d) CH 


a 


~w 


\ 


CH ) — C 


V 


COi 
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5. fcilimuki titi consumo de oxigénio por oxaloacetato e 
por malato. No início da década de 1930, Albert Szert* 
Gyõrgyi publicou a interessantíssima observação de que a 
adição de pequenas quantidades de oxaloacetato ou ma- 
lato a suspensões de músculo respiratório de pombo ma- 
cerado estimulava o consumo de oxigénio da preparação. 
Surpreendentememe* a quantidade de oxigénio consumi- 
da era sete veres maior que a quantidade necessária para 
oxidar completamente o oxaloacetato e o malato adicio- 
nados a dióxido de carbono e água Por que a adiçào de 
oxaloacetato ou malato estioiula o coosumo de oxigênio? 
Por que a quantidade de oxigénio consumida é várias ve- 
ies maior que a quantidade necessária para oxidar com- 
plelamente o oxaloacetato e □ malato adicionados? 

6. Formação de oxaloacetato em unta mitocândria. Na 
última reação do ciclo do ácido cítrico, o malato é desi- 
drogenado para regenerar o oxaloacetato necessário para 
a entrada de nova molécula de acetü-CoA no ciclo: 

T.- malato + NAD T * oxaloacetato -+ NADH + H 4 

AG rn = 3QkJ/mol 

(a} Calcule a constante de equilíbrio dst reação a 

(b) Como a definição de AG™ assume um pH padrão 
de valor igual a 7, a constante de equilíbrio obtida em (a) 
corresponde a: 

_ [ oxaloacetato ] [NADH ] 
rM 'L-malatoJlNAD'] 

A concentração medida de i .-malato na mitocündria do 
fígado é ccrca de 0*20mM quando a relação [NAD 4 ]/ 
|NADH] é igual a LO. Calcule a concentração de nxaloa- 
cctato, cm pH 7* nessas mítocóndrias- 

(c> As mitucóndrias do fígado do rato sào aproxima- 
damente esféricas* com um diâmetro de cerca de 2pm, 
Para avaliar a magnitude da concentração de oxaloace- 
tato nelas* calcule o número de moléculas de oxaloaceta- 
to cm uma única mitocóndria do fígado do ralo, 

7. Rendimento energético do eido do ácido cítrico. A reaçáo 
catalisada pela succinil-CoA slntetase produz o composto 
de alta energia GTR Como a energia livre contida no GTP é 
incorporada ao conjunto celular de moléculas de ATP? 

8. Fütudo* sobre a respiração em mitocândrias isoladas. 
A respiração celular pode ser estudada empregando- se 
mitocóndrías isoladas e medindo seu consumo de oxigê- 
nio em diícrenies condições. Se 0*0 LM de malonato de 
sódio é adicionado a mitoeóndrias que respiram ativa- 
mente e uti lixando piruvato como fonte de combustível* 
a respiração logo cessa e acumula-se uni intermediário 
mctabíilico- 

{a) Qual é a estrutura do intermediário que se acumula? 
{b) Explique por que dc sc acumula- 
{c) Explique por que o consumo de oxigénio cessa, 
(d) Além da remoção do malonato* como pode ser 
superada a inibição da respiração provocada por ele? Ex- 
plique. 

9. Estudos com marcação isotópica cm mitocândrias iso- 
ladas. Freqiientemente as vias metabólicas dos compos- 
tos orgânicos têm sido determinadas peto emprego de 
substratos marcados radioativa mente c pelo seguimento 
dos destinos dos átomos marcados, 

(a) Como você pode determinar se a glicose adiciona- 
da a uma suspensão de mitocóndrias isoladas foi meta- 
bolizada até CO; c H Z G? 

(b) Suponha que você adicione piruvato [3- M Cl (mar- 
cado na posição metil) a uma suspensão do mitocóndrias. 
Depois de uma volta do ciclo do ácido cítrico* qual é a 
localização do M C no oxaloacetato? Explique sua respos- 
ta utilizando o seguimento das pegadas do l4 C ao longo 
de seu caminho pela via. Quantas voltas do eido do áci- 
do cítrico precisam ser percorridas pelo l4 C antes que todo 
o isótopo seja liberado como M CQ 2 ? 


10. Catabolismo da | l- 9 * ll C|glicose. Se uma cultura de bac- 
térias que está respirando ativamente é brevemente incu- 
bada com [ l- ]i| C] glicose e, logo a seguir* os intermediários 
da glicólise e do ciclo do ácido cítrico sâo isolados, onde 
estará localizado o ]4 C na molécula de cada um dos inter- 
mediários listados a seguir? Considere apenas a incorpora- 
ção inicial do ]4 C nessas moléculas, ou seja* a que ocorre na 
primeira passagem da glicose marcada pnr meio das vias. 

{a) Frutose- 1 *ó-bifos(atn 
{ta} Gliceraldeidn-3-fosfato 
{c) Fnsfoennlpiruvaln 
{d) Acetil-CoA 
{e) Citrato 
(£) a-Cetoglutarato 
(g) Oxaloacetato 

11, Rapei da vitamina tia mina. Pessoas com beribéri, uma 
doença causada pela defidéneia da vitamina tiamina, têm 
niveis elevados de piruvato e oc-cetoglutaraCo sanguíneos, 
de forma especial depois de ingerirem alimentos ricos em 
glicose. Como esses efeitos estão relacionados com a de- 
ficiência cm tiamina? 

12, Síntese do oxatoacetato pelo eido do áddo cítrico. Q 
oxaloacetato é formado no último passo do eido do áci- 
do cítrico pela oxidação do L- mal ato dependente de 
NAD 4 , A síntese líquida dn oxaloacetato pode ocorrer a 
partir do acetil-CoA* empregando apenas as enzimas e 
co-fatores do ciclo do ácido cítrico* sem que ocorra a 
depleçao dos intermediários do ciclo? Explique. Como é 
reposto o oxaloacetato transferido do delo para as rea- 
ções biouintéticas? 

13. Modo de ação do rodentlcida fluoracetato. O fluoro- 
acetato, preparado comercial para o controle de roedo- 
res* é também produzido naturalmente por uma planta 
da África do Sul. Depois de entrar em uma célula* o fluo- 
racetato é convertido em fluoracetil-CoA em uma rea- 
ção catalisada pela enzima acetato tinquinase: 

E — CH 2 CQ0' + CoA-SH + ATP * 

F— CHjC— S-CoA + AMP + PP, 

I 

Q efeito tóxico do fluoracetato foi estudado em um ex- 
perimento metabólico realizado em coração isolado in- 
tacto de rato. Depois que o coração foi perfundido com 
uma solução Q,22mM de fluoracetato, a velocidade de 
captação da glicose foi medida e mostrou que, enquanto 
a glicólise havia diminuído, as concentrações de glicose- 
6-fosfato e de frutose-ó- fosfato haviam aumentado. Um 
exame dos intermediários do ciclo do ácido citrico indi- 
cou que suas concentrações estavam abaixo do normal, 
com exceção do citrato, que tinha uma concentração 10 
vezes maior que a normal. 

ía) Onde ocorreu o bloqueio do ciclo do ácido cítri- 
co? O que causou o acúmulo de citrato e a depleção dos 
outros intermediários do ciclo? 

(b) Q fluoracetil-CoA é enzimaticamente transforma- 
do no ciclo do ácido cítrico. Qual è a estrutura do pro- 
duto metabólico final de fluoracetato? Por que ele blo- 
queia o ciclo do ácido dtrico? Como essa inibição pode 
ser superada? 

(c) Porque a captaçáo de glicose e a gücólise diminuem 
no coração perfundido com fluoracetato? Por que se acu- 
mulam as hexoses monofosfato? 

(d) Por que o envenenamento com o fluoracetato é 
mortal? 

14 Síntese de L -maJato durante a produção do vinho. A 
acidez de certos vinhos é devida às altas concentrações 
de L- mal ato- Escreva uma sequência de reações mostran- 
do como as células da levedura sintetizam t- malato da 
glicose sob condições anaeróbias e na presença de COi 
dissolvido ( FíCOí). Note que a reação final global não 
pode envolver o consumo de coenzimas da nicotinamida 
ou de intermediários do ciclo. 


15. Sfntese liquida tiruil de a tclii^utjiruiu. O a-eetogjii- 
tarato desempenha um papd central ru biciislnuiie dc 
vir los uminoicidos. Escreva uma vtfric dc reações enzi- 
miticas conhecidas que, partindo do piruvato* resultem 
na sintese liquida dc a-cetuidutararo. A sequência pm- 
posta não pode envolver o consumo liquido de ootrus 
componentes do rido dtp iodo enrico. Bcreva a reação 
gerai paia a seqtiéncú pmposti c Klciititqur a locife de 
cada um dos reagente*. 

IA- Regulação da ptruvaio dnidroftnute. Nos tecidos ani- 
mais. a vdocidade de transfrmuç áo do piruvato em ace- 
lil-CoA i regulada pela rd ação entre as concentrações 
da piruvato desidnogeriBe fòsíordada ativa, e a ptruvaio 
dfijd mtai ase não- fcnfor dada inativa Determine o que 
acontece ã velocidade dessa reação quando uma prepa- 
ração de imtocõndnai de músculo de codho cometido 
deudrogcmsc t tratada com; U) piruvato deshirogenase 
qmfiasc, ATP c NADH; (bi piruvato demirogenase fosfa- 
ias* e Ca''; (c) maJontlo. 

17* Sántese eomcrrul do acido cMHco. O êcido ciuico c 
empregado como arooutiMiuc chm refrigeram^. suco* 
de fruía e mntiexivHn uuliro alimcnim No mundo iodo. 
o conuercio anual do àcitto ciirko vale nniiim milhões 
de dólares. A prudução industnal dde emprega o fungo 
Aspergilltii nigtt agindo sobre a vatJTose üüb condições 
oiidadosameme amiudadas. 



[a) O rendimento da produção de ácido cUrko de- 
pende íontmcntc tia concentração de FeQj no meio de 
c uh ura* çom» indicado no fálico. Pm que o rendimen- 
to decresce quando a concentração do lon fônico esln 
acima uu abaixo do valor ótimo 

(b.) Escreva a sequência de reações por meio das quais 
o A mgp- sintetiza acido cítrico t partir da sacarose. Es- 
creva uma equação para a reação global 

(cj O processo comercial exige que o nw» de aifrura 
seja 3írjJt>; Ou seja* esse processo é uma fermentação 
ou um processo aerúbio? hxpbqur. 

U- Regulação da citrato sintaae Na prcsmça de quanti- 
dades saturantes de oxaloacetalu* a atividade da citrato 
vnl&se do tecido cardíaco do porco mostra uma depen- 
dência sigmóide em função da concentração de ateliE 
GoA* como mostrado no gráfico. Qtiindu o succind-CoA 
e adicionado, a curva desloca -*c para a direita e torna-se 
ainda mais sigjncude. 



Com base nessas nbsefvxçflcs, explique como o succinil- 
CoA regula a atividade da citrato sir rase (indicação: veja 
Fig, h-26). Par que u aucctnil-CoA é um sinalizador ade- 
quado para a regulação do ciclo do ácido cítrico? Corno 
a regulação da citrato sintas? controla a velocidade da 
respiração celular no tecido cardíaco do porco? 

19* Regulação da piruvato carboxilase. A carbmilaçãndo 
piruvato pda ptruvaio carboxilase ocorre em velocida- 
des muilo batia* sem que esteia presente o atriil-GoA, 
um modula dor alott ético puwirvo. Quando vnrí irrm»- 
na uma refeição rica em ácido* grano* jtrúcii^iuiniii, 
mas pobre em carboidrato» ígfjçoieh como e*u proprie- 
dade regula tona dmumii a oxiàaçk» da glkose a GD, c 
HG», mas aumenta ■ oxidação do acelüCaA derreado 
dc ácidos gruot? 

20. Relação entre respiração c o cktadoatxki riuicn. Em- 
bora o oxigénio não participe diretamente do eido do 
ácido cítrico, este último opera apemi quando o O- nu 
presente. ft>r qué* 

21- Regulação do mdabwticmo no miuruão esquelético 
do coelho O consumo intracelular dr glicose t de gfco- 
genío e estreitamente regulado em quatro pomos. Rara 
comparar a regulação da gltcòlise quando o oxigénio ê 
abundante c quando de eslá em pequem concentraçãrç 
considere a ulili ração da glicose e do glkogénio pelo 
músculo da perna do Codho err duas condições fisioló- 
gicas: cm um coelho em repouso, cdiu necessidade de ATP 
pequena, e em um coclhu que encontra seu inimigo mor- 
tal, o coiole, e precisa eurrpr em busca de esconderijo. 
Para cada situação, determine os níveis relativos (abo* 
intermediário* baixo) de AMP, ATP* citrato e açeti|-0oA 
e como esses uivei* a leiam o íluxo de inetal>dli[o 5 por 
meio da glicdlis? peU regulação de enzimas especificas. 
(Em período* de esireíH?. o músculo da perna do coelho 
produz, a maior parte dc seu ATP por glicólise anaeróbia 
{fermentação do ácido láctico} e muito pouço por oxi- 
dação do acetil-C'uA derivado da quebra da* gorduras.} 

22, Regulação do metabolismo em pássaros mgraiórioí. 
PifcrerttemenCe do civdho tm sua corrida curta, os pás- 
saros migratórios necessitam dc lomecimenus de energia 
poc períodos longos, í\k exrmplo, m patos em gerai voam 
vários milhares de quilómetros durante sua migração 
anual Os músculos das asas de aves migraiorias poswan 
unu capacidade oxulaliva jJij e obtém o ATP que rteccs- 
sítam pda oxidação do jterü LoA (obtido de gorduras.' 
via ddo do áado dtriço. Compare j regulação da gjicu- 
lúí durante j itivddr curta mas imemu que ocorre nu 
coelho em fuga com aquela (V longa duração que ocurrc 
no pato em migração. Por que a regulação deve ser dife- 
rente nessas duas condições? 

23 , Termod i ná mica du reações da citrato smtase oai re- 

hitas- O citrato e formado pda condensação do acetil- 
CoA cotn o oxajpjcruux catalisado pda citrato suuase: 
Qxaloacetalo - acelíl-CoA t H^O — — * 

citrato + CuA + H‘ 

Na miUK ôndrifl do cotação dr raNn cm pH 7 ,0 e Z3*C as 
ameentrações de reagentes ? produtos são: oxaloacetato, 
IpMracclil-CoA l|aM:cilril(»22npMi eCoA63jiM.Com 
liasr nessas concentraç'ó?« c no valor da energia livre pa- 
drão para a reação da citrato sinluse 1-32,2kl/mol), de- 
termine a direção do iluxo metabólico por meio da rea- 
ção da citrato sinta se na* células do coração do rato. 
Explique. 

24, Reações do complexo da piruvalodesidrugenase. Dois 
dou passos na dcscarbox Ilação oxidai iva do piruvato (pas- 
sou (4)ç © h Eígi iS-ó) não envolvem nenhum dos três 
átomos dc carbono do piruv.no, apesar de eles serem es- 
senciais para a operação do complexo da piruvato desi- 
drogeTia.sc. Explique. 
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CAPÍTULO 17 


A Oxidação dos Ácidos Graxos 


A oxidação do*, acido* graxos de cadeia longa em accril-CoA t 
uma via central libcradora de energia nos animais, cm muitos 
pmt isias e em algumas bactérias. Os elétrons removidos, du- 
rante a oxidação dos ácidos graxos, passam através da cadeia 
respiratória miKKondrial e a energia assim liberada é emprega- 
da na síntese de ATP. O produto dessa oxidação, o acetil-CoA, 
pode ser completa mente oxidado até CO;£or meio do ddo do 
ácido cítrico, resultando na conservação de mais energia. Hm 
alguns organismo* e em alguns tecidos, o acetil-CoA produzido 
pela oxidação dos ácidos graxos tem destinos alternativos. No 
fígado, o acelil-CoA pode ser convertido em corpos cetònicos 
— combustíveis hidrossolúveis exportados para o cérebro e ou- 
tros tecidos, quando a glicose não está disponível. Nos vegeta is 
superiores, o acelil-CkiÂ serve principatmenle como precursor 
Tnõtóintético e apenas de forma secundária como combustível. 
Embora o papel biológico da oxidação dos ácidos graxos seja 
diferente de organismo para organismo, o mecanismo dela é es- 
se ndalmente o mesmo, Este capítulo está centrado nesse pro- 
cesso repetitivo de quatro passos chamado $ -oxidação, por meio 
do quai os ácidos graxos sdo convertidos em ãcetit-CoA, 

No Capítulo ] I descrevemos as propriedades dos triacilgli- 
cerúis (também chamados iiiglicerideas ou gorduras neutras) 
que os fazem cspecialmente apropriados para funcionar como 
cumbuslivei* de armazenamenta As longas cadeia* alquila dk>* 
ácidos graxos que formam suas estruturas são, em essência, hi- 
drocarbonetos, estruturas áhamen te reduzidas e com uma ener- 
gia de oxidação completa ( -38kl/gh mais de duas vezes aquela 
derivada do mesmo peso de carboidratos ou proteínas. Devido 
a sua hidrofobiddade e extrema insolubilidade em água, os tri- 
aciSgliccfóis são segregados em gaticulas Irpidicas, ás quais não 
aumentam a os mo lar idade do citosol e. diferente mente dos po- 
ti&acaridem, não contém peso extra como agua de solvataçáo, 
A relativa inércia química dos triacilgtkerôis permite sua csio- 
cagcm intracelular em grandes quantidades sem o risco dc ocor- 
rerem reaçòcs químicas não desejadas com outros componen- 
tes celulares. 

As mesmas propriedades que fazem dos triacilgli ceróis ex- 
celentes substâncias para armazenamento representam proble- 
mas quando clcs desempenham o papel de combustíveis. Devi- 
do .1 sua insolubilidade em água, os triacilgliçeróis ingeridos 
precisam ser emul d ficados antes de serem digeridos pelas enzi- 
mas intestinais hidrussolúveis, e os triacilgliceróis absorvidos 
no intestino, ou mobilizados dos tecidos de reserva, para serem 
transportado* pelo sangue precisam estar ligados a proteínas que 
contrabalancem sua Insolubilidade. A relativa estabilidade das 
ligações C — C em um ácido graxo é sobrepujada pela ativação 
do grupo carboxila em C-l por meio da ligação da coenztma A, 
que permite a oxídaçlo passo a passo do grupo adl-graxo na 
posição C-> ou posição p, dai o nome p-oxidação'. 



Sucesso fu marituna requer treino, oi riUgi*. torça <k vontade 
e um supriiDnuu cuuO jnlf dc energu pira potencializar os 
muvutnc Os comedmr* de kmgxs dináiKi*6 conseguem i ener- 
gia dc que neceuiUm peii tnod*çio das gordura nu viu meta- 
bólicas descritas neste capitulo. 

Iniciamos este capitulo com uma breve discussão sobre as 
fontes de ácidos graxos e os caminhos pelos quais eles são trans- 
portados até o sitio de sua oxidação, com ênfase especial para 
esses processos nos vertebrados; descrevemos, a seguir, os pas- 
sos químicos da oxidação dos ácidos graxos nas mitocòndrias. 
Nesse processo podemos distinguir três estágios: a oxidação dos 
ácidos graxos de cadeia longa em fragmentos de dois carbonos, 
na forma de acetil-CaA, a j3 -oxidação; * oxidação do acetil-CoA 
em C0 2 , por meio do eido do ácido cítrico (Capitulo 16); e a 
transferência de elétrons dos transportadores reduzidos de elé- 
trons para a cadela respiratória mitocondriaJ (Capitulo 19). Neste 
capitulo enfatizamos o primeiro desses estágios. Iniciamos con- 
siderando o caso simples, no qual um ácido graxo totaknente 


saturado e com um mimem par de átomos de carbono é degra- 
dado a té acetil-CoA, depois veremos brevemente as transforma- 
ções extras, necessárias para a mesma degradação de ácidos gra- 
xos insaturados e de ácidos graxos com número ímpar de áto- 
mos de carbono. Finalmente, discutiremos as variações do tema 
da fúoxidação que ocorre nas organelas especializadas — pero- 
jtissomos e glioxissomos, O capítulo conclui com a descrição de 
um destino alternativo para o acetÜ-CoA formado por p-oxida- 
çâo nos vertebrados: a produção de corpos cetónicos no fígado. 

Digestão, Mobilização e 
Transporte dos Ácidos Graxos 

As células podem obter ácidos graxos combustíveis de três fon- 
tes: gorduras ingeridas na alimentação; gorduras armazenadas 
nas células na forma de gotículas gordurosas; gorduras sinteti- 
zadas em um órgão para serem exportadas para outro. Alguns 
organismos usam todas as três fontes em várias circunstâncias, 
enquanto outros obtém ácidos graxos de apenas uma ou duas 
dessas fontes. Os vertebrados, por exemplo, obtêm gorduras pela 
ingestão delas na alimentação, mobilizam gorduras armazena- 
das em tecido especializado (tecido adiposo, consistindo este de 
células chamadas adipódtos) e, no fígado, convertem o excesso 
de carboidratos da aiímentaçáo em gorduras, exportando- as para 
outros tecidos. Em média, nos países altamente industrializa- 
dos, 40% ou mais da energia diária necessária a um ser humano 
é suprida pelos triacilgliceróis alimentares (embora a maioria 
dos guias científicos nutricionais recomendem que não mais do 
que 30% da ingestão calórica diária seja constituída por gordu- 
ras). Os triacilgliceróis fornecem mais da metade das necessida- 
des energéticas de alguns órgãos, particularmente do fígado, co- 
ração e músculo esquelético em repouso. Os triacilglkeróis ar- 
mazenados são viitualmente a única fonte de energia dos animais 
em hibernação e dos pássaros durante a migração. Os protistas 
obtêm gorduras pelo consumo de organismos situados mais 
abaixo na cadeia alimentar, e alguns também armazenam gor- 
duras em gotículas lipídicas citosólicas. As plantas superiores 
mobilizam as gorduras armazenadas em suas sementes, durante 
o processo de germinação, mas não dependem de gorduras para 
a obtenção de energia. 

As gorduras da dieta são 
absorvidas no intestino delgado 

Para serem absorvidos, através da parede intestinal, os triacilglí- 
ceróis ingeridos precisam ser convertidos de partículas gordu- 
rosas macroscópicas insolúveis em micelas microscópicas fina- 
mente dispersas. Os sais biliares, como o ácido taurocólico, são 
sintetizados no fígado a partir do colesterol, estocados na vesí- 
cula biliar e, depois da ingestão de uma refeição gordurosa, libe- 
rados no intestino delgado. Fsses compostos anfipáticos agem 
como detergentes biológicos convertendo as gorduras alimen- 
tares em micelas mistas de sais biliares e triacilgliceróis (Fig. 17-1, 
passo Q). A formação de micelas aumenta enormemente a fra- 
ção de moléculas lipídicas acessíveis â ação das lipases hidrosso- 
lii% r eis no intestino, e a ação dessas Lipases converte os triactlgli- 
ceróis em monoacílgli ceróis (monoglicerídeos), diacilgliceróis 
(diglicerídeos), ácidos graxos livres e glicerol (passo (2)). Esses 
produtos da ação dias lipases se difundem para o interior das 
células epiteliais que recobrem a superfície intestinal interna 
(mucosa intestinal) (passo ( 5 )), onde eles sâo reconvertidos em 
triacilgliceróis e agrupados com o colesterol da dieta e com pro- 
teínas específicas, formando agregados lipoprotéícos chamados 
quilomícrons (Fig, 17-2; veja também a Fig. 17-1, passo (4)). 



As apolipoproteínas são proteínas existentes no sangue, que 
se ligam aos lipídios; elas são responsáveis pelo transporte dos 
triacilgliceróis, fosfolípídios, colesterol e ésteres do colesterol 
entre os vários órgãos. As apolipoproteínas Tapo" designa a fra- 
ção de proteína na sua forma livre de lipídios) podem combi- 
nar-se com vários tipos de lipídios para formar várias classes de 
partículas lipoprotéicas, estas são agregados esféricos com lipí- 
dios hidrofóbicos no centro e, na superfície, as cadeias laterais 
protéicas hidrofüicas e os grupos iônicos dos lipídios. As várias 
combinações possíveis de lipídios e proteínas produzem partí- 
culas de densidades diferentes, variando dos quilomícrons e das 
lipoproteínas de densidade muito baixa (VLDL — "very low 
density lípoprotein w ) até lipoproteínas de alta densidade (VHDL 
— “very high density lipoprotein 11 ), todas elas podendo ser se- 
paradas entre si por ultracentrifugação. As estruturas e os pa- 
péis dessas partículas lipoprotéicas no transporte de lipídios são 
estudados em detalhes no Capítulo 2 1 . 

As porções protéicas das lipoproteínas são reconhecidas por 
receptores existentes na superfície celular, Na captação dos lipí- 
dios do intestino, os quilomícrons que contêm a apolipo proteí- 
na C- II (apoC-II) movem -se da mucosa intestinal para o siste- 
ma linfático, de onde saem para a corrente sangiiínea e são trans- 
portados para os músculos e para o tecido adiposo (Fig. 17-1, 
passo (D). Nos capilares desses tecidos, a enzima extracelular 
lipase lipoprotéica é ativada pela apoC-II. Essa enzima hidnolisa 
os triacilgliceróis em ácidos graxos e glicerol (passo (ó)), que são 
captados pelas células dos teddos-alvo (passo ©). Nos múscu- 
los, os ácidos graxos são oxidados para obtenção de energia; no 
tecido adiposo, eles são reesterificados e armazenados como tri- 
acilgliceróis (passo (§)), 

Os remanescentes dos quilomícrons desprovidos da maior 
parte dos seus triacilgliceróis, mas ainda contendo colesterol e as 
apolipoproteínas, viajam pelo sangue até o ligado, onde eles são 
captados por endocit ose mediada por receptores para suas lipo- 
proteínas. Os triacilgliceróis que entram no fígado por essa via 
podem ser oxidados para fornecer energia ou precursores para a 
síntese de corpos cetònicos, como será descrito depois neste capí- 
tulo. Quando a dieta contém uma quantidade de ácidos graxos 
maior que aquela imediatamente necessária como combustível, 
ou como precursores, eles são convertidos em triacilgliceróis no 
fígado e estes são agrupados com apolipoproteínas específicas em 
VLDLs, Essas VLDLs são transportadas pelo sangue do fígado até 
o tecido adiposo, onde os triacilgliceróis sâo absorvidos e arma- 
zenados como gotículas lipídicas no interior dos adipócitos. 

Alguns hormônios desencadeiam a 
mobilização dos triacilgliceróis armazenados 

Quando certos hormônios sinalizam que o organismo está ne- 
cessitando de energia metabólica, os triacilgliceróis armazena- 
dos no tecido adiposo são mobilizados (quer dizer, retirados da 
armazenagem e hidrolisados) e transportados para aqueles teci- 
dos (músculo esquelético, coração e córtex renal} nos quais os 
ácidos graxos podem ser oxidados para a produção de energia. 
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Corduras ingeridas 
nu alimentação 



Vesícula biliar 


®Os ácidos graxos são oxidados como 
combustíveis ou recsterificados para 
armazenagem. 


Miócitos ou 
adipócito5 


©As gorduras ingeridas são 
emuLsilicadas pelos sais 
biliares no intestino delgado 
formando micelas mistas. 


(D As lipases intestinais hidroli- 
sam os triacilgliceróis. 


(5)Os ácidos graxos e outros 
produtos da hidrólise são 
absorvidos pela mucosa 
intestinal e convertidos cm 
triacilgliceróis. 


Capilar sanguíneo 

Mucosa intestinal 


Ds ácidos graxos entram 
nas células. 


Lipoproteina lipase 

©Ativada peia apoC-II nos 
capilares a lipoproteina lipase 
libera ácidos graxos e glieerol, 

©Os quilomlcrons migram para os 
tecidos por meio do sistema 
linfático e da corrente sanguínea. 


Quilomícron 


©Os triacilgliceTÓis, junto com o 
colesterol e apoproteínas, são 
incorporados nos quilomicrons. 


Figura 17-1 - Processamento dos lipídios alimentares em vertebrados. A digestão e a absorção dos lipídios ingeridos ocorrem no 
intestino delgado, e os ácidos graxos liberados dos triacilgliceróis são reunidos e enviados para os músculos e tecido adiposo. Os oito passos 
são descritos no texto. 


Apoiipoproteinaa 



Fosfolipidios 


Colesterol 


Triacilgliceróis c 
ésteres do colesterol 


Figura 17-2 - Estrutura molecular de um qgilomicron. A superfície £ 
uma camada de fosfolipídios com grupos cabeça fazendo face para a 
fase aquosa, Ds triacilgliceróis sequestrados no interior (amarelo) perfa- 
zem mais de 90% da massa total. Várias apotipoproteínas que protruem 
da superfície (fi-48, C-líl e C-ll) agem como sinais na captação e metabo- 
lismo do conteúdo dos quilomicrons. O diâmetro de um quilomlcron va- 
ria de 100 a aproximadamente 500 nm. 


Os hormônios epinefrína e glucagon, sec rolados em resposta a 
níveis baixos de glicose no sangue, ativam a adenilato ciclase na 
membrana plasmátíca do adipócito (Fig. 17-3), aumentando a 
concentração intracelular de um segundo mensageiro, o AMF 
cíclico (cÀMP). Por sua vez, uma proteína quinase, dependente 
de cAMP, fosforila e, assim, ativa a lipase de triacilgliceróis hor- 
mômo-sensívcl, a qual catalisa a hidrólise de ligações ésteres dos 
triacilgliceróis. Os ácidos graxos assim liberados passam do inte- 
rior do adipócito para o sangue, onde se ligam a proteína albu- 
mina ou soroalbumina. Essa proteína (M r 62.000) constitui per- 
to de metade das proteínas do soro sangüíneo e, por meio de 
interações não-covaientes, liga perto de 10 moléculas de ácidos 
graxos por monómero. Ligados a essa proteína solúvel, os ácidos 
graxos, de outra forma insolúveis, são transportados para os te- 
cidos como o músculo esquelético, o coração e o córtex renal. 
Neles, os ácidos graxos dissociam -se da albumina e difundem -se 
para o citosol das células nas quais servirão como combustível. 

Perto de 95% da energia biologicamente disponível dos tri- 
acilglíceróís reside em seus três ácidos graxos de cadeia longa; 
apenas 5% é fornecida pelo glieerol, O glieerol liberado pela ação 
da lipase é fosforiiado pela glieerol quinase (Fig. 17-4) e resulta 
em glieerol- 3 -fosfato, que é oxidado em düdroxi acetona fosfato, 
A enzima glicolítica tríose fosfato isomerase converte esse com- 
posto em g]iceraldeído-3-fosfáto,que é oxidado por meio da via 
glicolítica. 



Figura 17-3 - Mobil izaçáo âúi tríarilglioerâis arrn«entdn no i#íl- Figura 17-4 - Entrada do gficerot na wui glicoluica 

do adiposo Níveis btttítt d* glicose no sangue acionam 3 mobilização 

dos f riacilgiicerOis por meio da açáo da epmefrina e do glucagon sobre a 

admrikidase dos ádeócito*. Os udssos subsequentes da mobduação estão 

descntos no ie*10 » 


Os ácidos graxos sao ativados e transportados 
para o interior das mitocóndrias 

As enzimas da oxidação dos ácidos graxos nas células dos ani- 
mais estio localizadas na matriz mitocondrial. como Eugcnc P. 
Kmnedy e Aíbeft Lchmrtger demonstraram* em 1948, Os ác idos 
graxos ítvfo que, provindos do sangue, entram no átosot das 
cétuUs não podem passar diretamente para o interior das mito- 
cõndrús, através de suas membranas* sem sofrerem antes uma 
série de trés reações enzima ticas A primeira ê catalisada por uma 
família de isoenzimas presentes na membrana mitocondrial ex- 
tern a, as idl-GoA litttetuet, que promovem a reação geral: 

Acido jinxo + CM - A7P t acO-CoA grano + AVJP + PP, 

As diferentes isozimas da acil-CoA sintetasc agem nos ácidos 
graxos de cadeias curta, intermediária e longa. A acil-CoA sinte- 
tase catalisa a formação de uma ligação tioéster entre 0 grupo 
carboxila do ácido graxo e a grupo tiol da coenzima A para libe- 
rar um acil-CoA graxo, ao mesmo tempo, o ÀTP sofre clivagem 
em AMP e PP^ Lembre-se da descrição dessa reação, no Capitu- 
lo 14, para ilustrar como a energia livre liberada pela clivagem 
no ATP da ligação de anidrido do ácido fosfórico pode ser aco- 
plada á formação de um composto de alta energia ( veja Fig. 14- 
1 1 ). A reação ocorre em dois passos e envolve um intermediário 
ac il- adenila to graxo (Fig. 17-5). 


Os derivados acil-CoA graxo*. dã mesma forma que 0 ace- 
til-CoA, são compostos de alia energia; a hidrólise deles até adi- 
dos graxoã e CoA tem uma variação de energia livre padrão ele- 
vada e negativa (ACT* * — 31kl/mol)- A formação dois acfl-CoA 
graxos ê favo recida pda hidrólise de duns ligações de alta energia 
do ATP; o pirofosfato formado na reação de ativação é imedia- 
tamente hidrolisado por uma segunda enzima, uma pirotosfa- 
tase inorgânica (à esquerda na Fig. 17-5), que força a reação de 
ativação precedente na direção da formação do acil-CoA graxo- 
A reação global é: 

Acido graxo + CoA + ATP * 

adl-CoA graxo + AMP + 2P, £ 17- 1 ) 

At? 3 = -34kJ/moJ 

Os ésteres dos adi -CoA graxos formados na membrana 
mitocondrial externa não cruzam 11 membrana mitocondrial 
interna intacta. Assim, o grupo adi -graxo é transien temente 
ligado ao grupo hidroxila da cflrnttina, formando o derivado 
acil- graxo carnitina. Essa tranaesteriíicação é catalisada pela 
carnitina aciltransferase 1. presente na face externa da mem- 
brana interna. O éster acil-carnitina graxo cruz a a membra- 
na mitocondrial interna e chega â matriz por difusão. faci- 
litada por meio do transportador acil-carnitma/carnitma 
(Fig. 17-6), 
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Figura 17*5 * Conversão de um ácido graxo em um acil-CoA graxo. Esta conversão é catalisada pelas enzimas adl-CoA 
sintetase e pirofosfatase inorgânica. A ativação dos ácidos graxos por formação de derivados aciKoA graxos ocorne em dois passos. 
Primeiro, o tan carboxilato desloca os dois fosfatos externos do ATP (p e y) para formar um acil-adenilato graxo, o anidrido misto de 
um ácido carbcwllico e um ácido fosfórico. 0 outno produto á o PP„ um excelente grupo de saída que é imediatamente hidrolisado 
em dois P„ forçando a reação a deslocar-se na direção seguinte. O grupo tiol da coenzima A faz um ataque nudwflHm ao anidrido 
misto ligado á enzima, deslocando o AMR e formando o tioéster adl-CoA graxo. A reação global è alta mente exergôntca. 



Figura 17-6 * Entrada dos ácidos graxas no interior da mitocòndria por melo do transportador de acil-camítlna/carniti- 

na. Depois de sua formação na superfície externa da membrana mitocondrial interna, a adl-carnitina move-se para ú interior da 
matriz por difusão facilitada por meio do transportador Uma vez na matriz, o grupo ada è transferido para o CoA, liberando a 
carnitina para voltar ao espaço intramembranoso por meio do mesmo transportador. As enzimas adtransferase I e II estão ligadas, 
respectivamente, ás superfícies externa e interna da membrana mitocondrial Interna. A aeiltransferase I è inibida por malonil-CoA, 
o primeiro intermediário na síntese dos ácidos graxos {veja Fig. 21.1). Essa inibição impede que os ácidos graxos sejam sintetizados 
e degradados ao mesmo tempo. 


C Hr- N 4 - CHj — tjlH— CHj— COCT 
CHi OH 

Carnitina 

No terceiro o liltimo passo do processo de entrada* o grupo 
acil-gxaao _é transferido enzimatieamente da carnitina para acoeh-' 
zima A mtramitocondríai pela carnitina aeiltransferase II. Essa iso- 
enzima está localizada na Ince interna da membrana mitocondrial 
interna, onde eia regenera o adi -CoA graxo e o libera, juntamente 
com a carnitina livre> na matriz mitocondrial {Fig. 17-6). A carniti- 
na reentra no espaço entre as membranas mitocondriais interna e 
externa por meio do transportador adl-carnitina/ carnitina. 


Esse processo d.e transferência em três passos dos ácidos gra- 
xos para a mitocòndria — esterificaçâo com a CoA* transesteri- 
ficaçáo com a carnitina seguida por transporte e nova transeste- 
rificação com a CoA — une dois conjuntos separados e diferen- 
tes da coenzima A: um no citosol e outro na mitocòndria, que 
possuem funções diferentes. O conjunto na matriz mitocondri- 
al é largamente empregado na degradação oxid ativa do pirava- 
to> de áddos graxos e de alguns aminoáddos, enquanto o con- 
junto citosólicD da coenzima A é empregado na biossíntese de 
áci dos graxos (veja Fig. 21-11). 

O processo de entrada mediado pela carnitina é o passo li- 
mitante da velocidade de oxidação dos áddos graxos no interior 
da mitocòndria e, como será exposto depois neste capitulo, é 
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um ponto de regulação. Uma ve* no interior da mitocòndria, o 
acil-CoA graxo sofre rapidamente a ação de um conjunto de 
enzimas existentes na matriz. 


[3-Oxidação 

Como já explicado, a oxidação mitocondrial dos ácidos graxos 
ocorre em três estágios (Fig. 17-7). No pr imei ro estágio — |J- 
oxidação — os ácidos graxos sofrem a remoção oxídativa de su- 
cessivas unidades de dois átomos de carbono na forma de acetil- 
CoA, começando pela extremidade carboxila da cadda do ácido 
graxo, Por exemplo, o ácido palmítiço (palmitato em pH 7,0)» o 
ácido graxo com cadeia de 16 átomos de carbono, sofre sete pas- 
sagens por meio dessa seqüência oxídativa, perdendo, em cada 
uma dessas passagens, 2 átomos de carbono como aoedl-CoA, 
Ao final dos sete ciclos, os últimos 2 carbonos do palmitato (ori- 
ginalmente C-l 5 e C- 1 6) estão na forma de acetil-CoA. O resulta- 
do final é a conversão da cadeia de 16 átomos de carbono do pal- 
mítato em 8 moléculas de acetil-CoA, cada uma com 2 carbonos. 
A formação de cada molécula de acetil-CoA requer a ação de desi- 
drogenases para a remoção de 4 átomos de hidrogênio {dois pa- 
res de elétrons e 4 H 4 ) da porção acil- graxo da molécula. 


Estágio 2 



Estágio 3 


16COj 


NADH, EADHj 
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Figura 17-7- Estágios da oxidação dos ácidos graxos Estágio 1 : um 
ácido graxo de cadeia longa è oxidado para produzir resíduos acetila na 
forma de acetil-CoA. Esse processo é chamado de ji-oxidação. Estágio 2: 
os resíduos acetila sáo oxidados até CCb por meeo do çido do àodo cítri- 
co. Estágio 3: os elétrons provenientes das oxidações ocorridas nos está- 
gios 1 e 2 são passados para o O? por meto da cadeia respiratória mito- 
COndriai, fornecendo a energia para síntese do ATP por meio da fosforila- 
rão oxidativa. 


No segundo estágio da oxidação do ácido graxo, os resíduos 
acetila do acetil-CoA são oxidado» até C0 2 , por meio do ciclo 
do ácido cítrico, processo que também ocorre na matriz mito- 
condrial. Ás moléculas de acetil-CoA derivadas da oxidação dos 
ácidos graxos entram nessa via final de oxidação juntamente com 
as moléculas de acetil-CoA derivadas da glicose, por meio da 
glicóMse e da oxidação do piruvato (veja Fig. 16-1). 
t. Os primeiros dois estágio s do p rocesso de oxidação de um 
ácido graxo produzem os transportadores de elétrons reduzidos 
NADH e FADH : que, em um terceiro estágio, transferem os elé- 
trons para a cadeia respiratória mitocondrial, poLmeió da qual 
esses elétrons são transportados até o oxigênio com a tbsforiiaçào 
concomitante do ADP para ATP (Fig. 17-7). Assim, a energia li- 
berada pela oxidação dos ácidos graxos é conservada como ATP. 

Passamos agora a estudar com mais detalhes o primeiro está- 
gio da oxidação dos ácidos graxos, começando pelo caso mais sim- 
ples dos ácidos com cadeia saturada e com número par de átomos 
de carbono, depois examinaremos os casos um pouco mais com- 
plicados dos ácidos graxos insaturados e aqueles com número ím- 
par de átomos de carbono em sua cadeia. A seguir, consideraremos 
a regulação da oxidação dos ácidos graxos e o processo J3- oxidativo 
que ocorre em outras organdas que não as mitocôndrias. 

A p-oxidação dos ácidos graxos saturados 
possui quatro passos básicos 

Quatro reações catalisadas por enzimas estão envolvidas no pri- 
meiro estágio da oxidação dos ácidos graxo» (Fig. 1 7-8a). Primeiro, 
uma desidrogenação produz uma dupla ligação entre os átomos de 
carbono a e p (C-2 e C-3). liberando um írwus- A 2 -enoU-CoA. O 
simbob A 2 designa a posição da dupla Ligação (a nomenclatura dos 
ácidos graxos está descrita na pág. 280 e será muito proveitoso revê- 
la agora). A nova dupla ligação tem a configuração tnins; lembre-se 
de que os ácidos graxos insat urados de ocorrência natural normal- 
mente possuem suas duplas ligações na configuração eis. Conside- 
raremos o significado dessa diferença depois, 

Esse primeiro passo é catalisado por três ísozimas da acil- 
CoA desidrogenase. A ísozima_q_ue age sobre os ácidos graxos 
com 12 a 18 átomos de carbono é abreviadamente chamada de 
LCAD (“kmg-chain acyl-CoÁ dehydrogenase^) ou desidrogenase 
de acil-CoA de cadeia longa. As duas outras isozimas agem so- 
bre os acil-CoÁs de cadeia média (MCPA) entre 4 e J 4 átomos 
de carbono e sobre os acil-CoAs de cadeia curta (SCDA) com 4 a 
$ átomos de carbono. Todas as três coenzimas têm o EAD como 
grupo pros tático (veja Fig. 14 - 16). Os elétrons remo vidos do acil- 
CoA graxo são transferidos para 0 FAD e a forma reduzida da 
desídrogenase os transfere imediata mente para um transporta- 
dor de elétrons, a fiavoprotdna transportadora de elétrons (ETF 
— “Electron -Tramferring Flavoprotein") (veja Fig. 19-8), A oxi- 
dação catalisada pela acíl-CoA desidrogenase é análoga i desi- 
drogenação do succinato no ciclo do ácido cítrico (pág, 450J; 
nas duas reações as respectivas enzimas estão ligadas na mem- 
brana mitocondrial interna, uma dupla ligação é introduzida 
entre os carbonos ct e fl do ácido carboxílico, o FAD é o receptor 
de elétrons e estes, em última instância, entram na cadeia respi- 
ratória e são transportados até o 0 2 com a síntese concomitante 
de 1*5 molécula de ATP por par de elétrons. 

No segundo passo da sequência de oxidação do ácido graxo 
(Fig. 17 -8a), uma molécula de água é adicionada â dupla ligação 
do írans-A 2 -enoil-CoA para formar o esfereoisòmero L do |l-hí- 
droxiacil-CoA (também designado 3-hidroxiaciI-CoA), Essa 
reação, catalisada pela enoil-CoA hidratase, é formalmente aná- 
loga à reação da fuma rase no eido do ácido cítrico; nela a adição 
de H 2 0 é feita por meio de uma dupla ligação a-^ (pág. 450). 




Figura 17-11 - Â via da |3-oxi dação (a) Em cada um dos passos desta 
seqüênüd, um residug acetila {sombreado em vermelho) è removido na 
forma de acetil-CoA da extremidade carboxíka da molécula do ácido 
graxa, no exemplo ü palmitato (C lt ), que entra na via na forma de palmi- 
toil-CoA. íb) Os seis passos seguintes da via liberam ma»s sete moléculas 
de acetit-CoAj sendo a sétima originária dos últimos dois átomos da ca- 
deia de 16 carbonos do ácido palmftko. Ao todo são formadas oito mo- 
léculas de acetil-CoA. 


No terceiro passo, o Lp-hídroxiacil-CoA é desidrogenado 
para a forma JJ-cetuacil-CoA pela ação da 0-hidioxíacíl-CoA 
desidrogenase; o NAD ' é o receptor de elétrons. Essa enzima é 
absolutamente específica para o estereoisòmero L do hidraxiacü- 
CoA. O NADH formado nessa reação transfere seus elétrons para 
a NADH desidrogenase, um transportador de elétrons da ca- 
deia respiratória; moléculas de ATP são geradas a partir de A DP 
quando o par de elétrons passa do NADH até 0 3 , por meio da 
cadeia respiratória. A reação catalisada pela p-hidroxiacü-CoA 
desidrogenase é análoga, de Forma estreita, à reação da malato 
desidrogenase do ciclo do ácido cítrico (pág. 450). 

O quarto e último passo da oxidação dos ácidos graxos é 
catalisado pela adl-CoÀ ncetiltransferase (mais comumente 
chamada ttola&e); ela promove a reação do (i-eetoacil-CoA com 
uma molécula de coenzima A livre para romper o Fragmento 
carboxíterminal de dois átomos de carbono do ácido graxo ori- 
ginal na Forma de acetil-CoÁ. O outro produto é o tio éster de 
coenzima A e do ácido graxo original, agora diminuído de dois 
átomos de carbono (Fig. 17-8a). Como o (3-cetoacil-GoA é rom- 
pido por reação do grupo tiol da coenzima A e por analogia com 
as reações de hidrólise, essa reação é chamada de tiólbe. 

A ligação simples carbono-carbono que conecta os grupos 
metíleno ( — CH : — ) nos ácidos graxos é relativamente estável, 
A sequência de reações da [5 -oxidação representa uma solução 
elegante para o problema de romper essas ligações. As três pri- 
meiras reações da p-oxidaçào têm o efeito de criar uma ligação 
O— C muito menos estável e, portanto, mais fácil de ser rompi- 
da; nela um dos átomos de carbono (o carbono ct, C-2) é Ligado 
a diiií carbonos carbonila. A função cetona no carbono p (C-3) 
transforma -o em um bom ponto para o ataque nudeofflico pelo 
— SH da coenzima A, catalisado pela tiolase. A acidez do carbo- 
no a íaz com que o grupo terminal — CH? — CO — S-CoA seja 
um bom grupo de abandono químico, facilitando o rompimen- 
to da ligação a-p. 

Os quatro passos são repetidos 
para produzir acetil-CoA e ÂTP 

Em uma passagem pela sequência de reações da [3-oxidação, uma 
molécula de acetil-CoA, dois pares de elétrons e quatro prótons 
(H f ) são removidos do acíl-CoA graxo de cadela longa, diminu- 
indo-o em dois átomos de carbono, A equação para uma passa- 
gem, começando com o ésteT de coenzima A do nosso exemplo, 
palmitato, é: 

Palmitoil-CoA 4 CoA 4 FAD + NAD 1 + H ? 0 — * 

miríitoil-CoA 4 acetil-CoA 4 FADH 2 + NADH 4 H + (17-2) 

Em seguida à retirada de um acetil-CoÀ do palmitoil-CoA, resta 
o tíoéster da coenzima A do ácido graxo diminuído em 2 áto- 
mos de carbono, o miristato com 14 átomos de carbono. O mi- 
ristoíl pode, agora, passar por outro conjunto de quatro reações 
da p-oxidação, de forma análoga ao primeiro, para liberar uma 
segunda molécula de acetil-CoA e o lauroil-CoA, o tíoéster de 
CoA com o ácido láurico, com 1 2 átomos de carbono. No final, 
são necessárias sete passagens pela sequência de reações da J3- 
oxidação para oxidar uma molécula de palmitoil-CoA em oito 
moléculas de acetil-CoÀ (Fig. 17 -Sb), A equação global é: 

Palmitoil-CoA + 7CoA 4 7FAP 4 7NAD 1 4 7H 2 D * 

8 acetil-CuA 4 7FADH ; 4 7NADH 4 7H 4 (17-3) 

Cada molécula de FÀDH 2 formada durante a oxidação de ácidos 
graxos cede um par de elétrons para o ETF da cadeia respirató- 
ria e ao redor de 1 ,5 molécula de ATP é gerada durante a transfe- 
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rência desse par de elétrons para IX Da mesma forma, cada molé- 
cula de NADH firmada cede um par de elétrons para a NADH 
desidrnyena.se mltocondrial, e a transferência subeqüente de 
cada par de elétrons para O* resulta na formação de perto de 2,5 
moléculas de ATR Assim, quatro moléculas de ATP sâo formadas 
par j cada umdade removida de dois carbonos em uma passagem 
pela sequência da p -oxidação. Note que no processo também 
são prudtisidas moléculas de agua. Transferencia de elétrons do 
NADH ou do FAPH; para ó G : Libera uma molécula tle água 
por par de elétron*. A redução do Cb pelo NADH também con- 
some um H‘ por molécula de NADH: NADH + H + + pj — ► 
NAD* + HjO. No* animais que hibernam a oxidação de ácidos 
graxa» fornece energia metabólica, calor e água — todos essen- 
ciais para a sobrevivência de um animal que não come e nia 
bebe dunmte lodo o período de hibernação (Adendo 174). Os 
camelo* obtém água pch oxidação dos lipídios armazenado* em 


sua corcova, o que representa um suplemento significativo para 
as pequenas quantidades disponíveis em seu ambiente natural. 

A equação global final para a oxidação do paimitoil-CoÁ 
em oito moléculas de ate til- Cio A, incluindo as transferências de 
elétrons e a fosforilaçao oxida Eiva, ei 

PdmitoüCoA +■ 7CoA + 7Ü* + 2ÈP, * 2RAÍ >1* * 

S wxttf-CoA * IHATT' *- 7H;<J ( 17-1) 

O ac e til -Co A pode ser completamente 

oxidado por meio da via do ácido cítrico 

O ácetii-CõA produzido na oxidação dos ácidos graxos pode ser 
oxidado a CQ 2 e HjO pdo ckío dó ácido cítrica, A equação a 
seguir representa a balanço final do segundo estágio da oxida- 
ção do pahnftoiJ-OíA, que é nosso csemplo. junto com a fosfo- 
r ilação oxida, t iva do terceiro estágio: 


Adendo 17-1 Os ursos obesos realizam a p-oxidaçào 
durante seu período de hibernação 


Muitos animais dependem da gordura armazenada 
para obter energia düranle seu período de hiberna- 
ção, durante os períodos migratórios c outra? situa- 
ções que envolvem ajustes metabólicos radicais. Um 
dos ajustes mais pronunciados do metabolismo li- 
pidieo ocorre na hibernação do urso pardo da Amé- 
rica do Norte, Esses ursos entram cm oiado de dor- 
mência contínua por períodos tão longos quanto 
sete meses. De forma diferente de muitas outras es- 
pécies hibernantes. os ursos mjmêm a sua tem- 
peratura corporal entre 32 t 3 !>"<!. muito próxi- 
mo do nível não hibernanle normal. tmbora o ani- 
mal nesse estado despendi perto de 25.0Q0k|/dia 
íâ.ÜGQkcai'dial, ele não cumt, nãn bebe. nio urina 
ou defeca por meses seguidos 



Estudos experimentais mostraram que o urso 
emprega a gordura corporal como seu único com- 
bustível durante n Kibcrnaçaa A oxidação da gor- 
dura libera energia suficiente para manter a tempe- 
ratura corporal, a síntese ativa de aminoácidos e pro- 
teínas e outras atividade* que necessitam de energia, 
como o transporte por meio de membranas. À oxi- 
dação dos gorduras também libera grandes quanti- 
dades de água, como descrito no texto, que repõem 
a água perdida no procçsso respiratório. A degrada- 
ção dos trúcilglketóis libera glicero), o qual é con- 
vertido em glicose sanguínea pela neoglkqgênese. 
A uréia formada durJniç a degradação dos arninoa- 
cidos é reabsorvida c reciclada pelo urso, sendo os 
seus grupos a mino reutilizado* para a síntese de 
novos ammojçido* que serio empregados na ma- 
nutenção da* proteínas çorponk. 

Na sua preparação para os longos períodos de 
hibernação, o urso- armazena uma quantidade enor- 
me de gordura. Nomulmeme , um urso pardo adulto 
consome perto de 3(t,OOOtl/dia durante os último* 
dias da primavera t todo o verão. Mas, á medida 
que o inverno se aproxima, o* ursas passam a se 
alimentar durante 20 horas por dia e consomem 
perlo de 84. ÜQOk J/dia, hssd mudança na alimenta- 
ção ocorre em resposta as alterações sazonais na se- 
creção de hormônios. Grandes quantidades de tria- 
cíigliceróis são formadas a partir das grandes quan- 
tidades de carboidratos ingeridos durante o período 
de engorda. Outras espécies hibernantes, incluindo 
o arganaz (pequeno camundongo silvestre), tam- 
bém acumulam grande quantidade de gordura cor- 
poral. O camelo tem grandes quantidades de trla- 
cilglicerúi* armazenados em sua corcova, uma fon- 
te metabólica de energia e água que o capacita a 
suportar as difíceis Condições do deserto. 
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6 acetil-CoÀ + 160* + 80P, + BÜADP * 

flCoA + 80AT7+ 16^0 + Í6CO, (17-5) 

Combinando as Equações 17-4 e 17-5, obtemos a equação glo- 
ba] final para a oxidação rompida do pdmítod-CoA ãtí dióxi- 
do de carbono c agua: 

1'almiiotí CbA + 230; + H»P. * IQBADP ♦ 

CoA * IOSATP + IÓGCV + 23H-Q 117-éJ 

A Tabela 17-1 sumariza a produção de XADH, FADH ; e ATP mrs 
passos stiiíwtvm da oxidação dos ácidos graxas. Como a ativa* 
çio do paímiialo em palmrtoil-CoA quebra as duas ligações los- 
tbanidrklo do ATP ípág. 468 e Fig. 14- 1 1 ), o custo eneTgttko de 
atmar um ácido graxo é equivalente a duas moléculas de ATP e o 
ganho liquido por molécula de palmitato é igual a 106 moléculas 
de ATP. A variação da energia livre padrão para a oxidação da 
palmitaio até COj. + HjO está próxima de 9.800kf/mol. Sob cun- 
dições- padrão, 303 * 106 = 3.230kJ/moi (perto de 40% do má- 
ximo teórico I $ãa recuperados na forma de ligações fosfato ricas 
em energia de ATP. Entretanto, quando as variações de energia 
livre são calculadas, ronsideranrfo-se as concentrações reais dc 
reagentes c produtos sob as condições intracelulares (veja Aden- 
do 14-2)» a recuperação dê energia livre está acima dc 80%. A 
conservação dc energia é, assim, notavelmente eficiente. 


Oicoil-CoA 

S 3 Acelil-CoA 


S-CuA 

fy-tl'-rJodcí»r»i]-CoA 



Tabela 17-1 - Rendimento em ATP durante a oxidação de uma 
molécula da palmltoll-CoA até C0 3 e H 3 0 


Enzima qu* catalisa 
o passa da oxidação 

Númem de 
NADH ou FADH 3 
formados 

Número du ATP 
formados 
ao final* 

Adl-CpA desídrogenase 

7 FADH ? 

10,5 

^HidrtJKiaclKoA desidrugenase 

7 NADH 

17,5 

todtrata desídrogenase 

8 NADH 

20 

a-Cetoglutarato detidfo®enase 

8 NADH 

20 

Sucrjnil-CoA smteiase 


r 

Suconãio deudíogenase 

SFADHj 

12 

Malaio dmdrogertâtf 


20 

Total 


108 


‘Neuescak jias. ícwivde^-w que afostortaçSo otadairva msioco^dnii produz 
1.5 ATP f*y FAPHj cuidado * 2.5 ATP po' NASH ajwfecfc 
‘0 GTPprõduAdD óieunwme -ws te passo i õets atp na reação eatoaadu pela 
nudHsideo dlo-Jato our-ase 449) 


A oxidação dos ácidos graxas ín saturados 
requer duas reações adicionais 

A sequência de oxidação dos ácidos graxas que acabamos dc des- 
crever è típica quando o ácido graxo que passa por essa sequên- 
cia de reações t sa turado ( isto é. tem apenas ligações simples em 
sua cadeia carbónica) Entretanto, a maioria dos ácidos graxos 
nos timdgliceróis e tios fosíòlipidioi de animais e vegetais são 
insatundoi, possuindo uma ou mais duplas ligações. Essas lí* 
gações estio na configuração eis e rtão podem sofrer a ação da 
enoit-CoA hidraia.se. a enzima que catalisa a adição de HjQ na 
dupla ligação tmns do A^enoil-CoA gerado durante a p -oxida- 
ção. Entretanto, por meio da ação de duas enzimas auxiliares, a 
oxidação dos ácidos graxos pela seqüênria descrita anteriormente 
pode também quebrar os ácidos graxos in satura dos comuns. A 
atuação dessas duas enzimas, sendo a primeira uma isomerase e 
a outra uma redutase, será ilustrada por dois exemplos. 

Vamos seguir a oxidação do oleato, um ácido graxo abun- 
dante, com 18 átomos dc carbono na cadeia, i 1 io n oi n satura do e 
com uma dupla ligação as entre C-9 e C-10 (denotada AT O 
oleato é convertido em okoíl-CoA (Fig. 17-9), transportado atra- 
vés da membrana milocondria! como oleoil-camitma e, então, 
convertido novimcnte em oleoil-CoA na matriz dá mílocÔn- 


Figura 17-9 - A oxidação de um acil-CoA graxo monoinsaturado 

O ácido otéico, como oléil-CuA (4*), é 0 exemplo aqui empregado. Sua 
oxidação exige uma enzima adicional, a enoil-CoA isomerase; essa enzi- 
ma reposiciona a dupla ligação, convertendo o isómero ds em is&meno 
frans, um intermediário normal da p-QXidaÇto, 


dria (Fig. 17-6). O oleoU-CoA passa então por três passos do 
ddo de oxidação dos ácidos graxos e libera très moléculas de 
accdl-CoA, além do éster de coenzima A de um ácido graxo in- 
saturado de 1 2 átomos dc carbono A\ o cü-^-dodecenoil^CoA 
(Fig. 17-9)1. Esse prod uto nlt> pode sofrer a ação da próxima 
enzima na via de puaridaçâo, a enoii-CoA btdrauue, pois esta 
age apenas em duplas Ligações do upo fmns. Entretanto, peia 
açâo da enzima auxiliar. enoil-CoA isoenerase, o rís-A^-enoíl- 
CoA é isoroertzado para liberar o miw- A 2 - -enoil-CoA, que é con- 
vertido pela enoil-CoA hidratase no correspondente L-fJ-hidro- 
xiacil-CoA (frffi4s-A-^Í£KÍeceíWÜ*CoA), Ej« intermediário so- 
fre agora a ação das enzimas remanescentes da p-oiidação para 
liberar acetil-CoA e um ácido graxa saturado de 10 carbonos 
como o seu éter de coenzima A (decanoil -CoA). O último sofre 
quatro outros passos por meio da via para liberar um total de 
nove moléculas de acetU-CoA, resultante de uma molécula de 
oleato com 18 átomos de carbono. 

A outra enzima auxiliar (uma rnlutase) é requerida pela 
oxidação de ácidos graxos poliinsaturados. Como exemplo, va- 
mos tomar o linoleato com 18 carbonos, que possui uma confi- 
guração cií-A’,cis-A tJ (Fig. 17- 10). O tinoleoil-CoÂ sofre três 
passos por meio da sequência- padrão de fl- oxidação para libe- 
rar trés moléculas de acetil-CoA e um éster de coenzima A de 
um ácido graxo insaturado com 12 carbonos e uma configura- 
ção ris- A\cis- A*. Esse intermediário não pode ser empregado 
pelas enzimas da via de p-oxidação; as suas duplas ligações estão 
em posições erradas e possuem a configuração errada {cis, e não 
frans). Entretanto, a ação combinada da enoil-CoA isomerase e 
da 2,4-dienoil-CoA redut&se (Fig. 17-10) permite a reentrada 
desse intermediário na via normal de |3 -oxidação e a sua degra- 
dação em seis moléculas de acelü-CoÀ. O resultado global é a 
conversão do linoleato em nove moléculas de aceld-CoA. 
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Figura 17-10 - Oxidação de um ácido graxú poliins aturada. O exem- 
plo apresentado ê o ácido linoléico em sua forma ativada linoleil-CoÂ 
[à g u ). Além da enoil-CoA isomerase, essa oxidação requer uma segunda 
enzima auxiliar: a 2,4-dienoil-CoA redutãsé dependente de I4ADPH A 
ação combinada dessas duas enzimas converte a rrans-A^cií-A^-dienail- 
CaA intermediária no substrato fran5-A J -endFCQA necessário para a 0- 
núdaçào 


Acidas graxiwv de cadeia longa e número ímpar de átomos de 
cartxino sáo oxidados pela mama via dos ácidos com número par 
de átomos de carbono, começando sempre na extremidade d» ca- 
deia que contém a caiboxila. Entretantos o substrato para o ultimo 
passo por meio da sequência de p-oxídação è um adi CoA gr mo 
que tem cinco átomos de carbono. Quando esse ácido ê divado 
mais uma va, os produtos $|o acrtíl-CoA c pTjpkmil-CoA- O ace- 
tibCoA é oxidado peia via do ácido cítrico, nus o pcopionil-CoA 
toma uma via enzímática rncomum, envolvendo trc enfurnai 
O propKmil-CoA é primeiro carboxúado para formar o es- 
tereoisòmero D do metdmalociil-CoA ' Fig. 17-11) pda propio- 
nil-CoA carbcndlaM. que contém o co-fãtor biotina. Nessa rea- 
ção enzimãtica, como naquela da reação da pinivato carboxilase 
(veja Fig, 1 6-14}, o CQjj (ou sua forma hidratada, o ion HCOj) è 
ativado pela ligação ã biolina, antes de sua transferência para o 
propionato. A formação do intermediário carboxibiotina requer 
energia, e esta é fornecida pela clivagem do ÀTP até AMP c PPj, 
O D-metilmalornl-CoA assim formado é enzimaticamente epi- 
merizado, formando seu estereoísôrnero L pela ação da metil- 
malonrl-CoA epimerase ( Fig, 17-11), O L-metilmalonil-CoA 
sofre então um rearranjo intramolecular e forma o succiniUCoA. 
que pode entrar no ciclo cb ácido cítrico. Esse tear ranjo é cata- 
IlsjJo pda metilmaJofilf-CoA mutase. que requer como coen- 
zima a de*oxiaden«ikobalimina, ou coenzima derivada 
tia vitamina B- : (cobalaminal. 0 Adendo 17-2 descreve o papd 
da coenzima B i; nessa notável reação de troca. 
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A oxidação completa de ácidos graxos de 
número impar requer trés reações extras 

Embora o maior número de lipídios de ocorrência natural con- 
tenha ácidos graxos com um número par de átomos de carbono, 
os ácidos graxos com um número impar de carbonos são en- 
contrados em quantidades significativas nos Lipídios de muitos 
vegetais e de organismos marinhos. Pequenas quantidades de 
propioiulu, com três átomos de carbono, são adicionadas a pães 
e cereais como uri bid oras de crescimento de fungos, portanto o 
propionato entra na dieta humana, Além disso, o gado e outros 
animais ruminantes formam grandes quantidades de propio na- 
to durante a fermentação dos carboidratos no rúmen. O propio- 
nato as-sim formado é absorvido no sangue e oxidado pelo fíga- 
do c em outros tecidos. 
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Figura 17-11 - À oxidação do proplonil-CoA produzido pela p-oxi- 
daçlo da ácidos graxos com n amaro ímpar de átomos de carbono 

A wqüèneia envolve carboxilaçâo do propionil-CoA e formação do D* 
metilmaionif-CoA e a conversão déWé úfíirm em sutciniKcA És» coo- 
versáo requer a epwnçnzação da forma d para a forma L-rwiaEmatonit- 
CoA segufda de uma reação notável nela, os súbsotumtes nos átomos 
de carbono ac^acemH trocam de posiçáo entre v íveja Adendo l7-2> 
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Adendo 1 7-2 Coemima B 12 : Uma solução radical para um problema desconcertante 
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Figura 1 



Na reação catalisada pda metilmaloníl-CoÀ mutase 
(veja Fig. 17“ 11 X o grupo — CO — S-CoÀ, situado em 
C-2 do propionato original, troca de posição com um 
átomo de hidrogênio em C-3 do propionato originai 
{Fig. 1 a). A coenzima B, j é o co-fator para essa reação, 
como também para quase todas as outras enzimas que 
catalisam reações desse mesmo tipo geral (Fig. lb), 
Essas reações dependentes da coenzima B L1 estão en- 
tre as pouco numerosas reações enzimáticas nas quais 
ocorre a troca de um grupo alquila t ou grupo alquila 
substituído (X), por um átomo de hidrogénio situa- 
do em um carbono adjacente, sem que ocorra qual- 
quer mistura de átomo de hidrogênio transferido com fl 
hidrogênio do solvente, FUO, Como é possível para o 
átomo de hidrogênio mover-se de um para outro áto- 
mo de carbono sem se misturar com o enorme exces- 
so de átomos de hidrogênio do sotvente? 

A coenzima B, 2 é a forma de co-fator da vitami- 
na B,j> a qual é única entre todas as vitaminas pelo 
fato de ela conter não apenas uma molécula orgâni- 
ca complexa, mas também um micmelemento es- 
sencial, o cobalto. Um átomo desse elemento (como 
Co 3 fa está coordenado com o complexo sistema cm 
anel de corrina da vitamina ü u {colorido em azul 
na Fig. 2); esse anel é quimicamente relacionado ao 
sistema em ane! da porfirina do grupo heme e das 
heme-proteínas (veja Fig. 7-1). Uma quinta posi- 
ção de coordenação do cobalto é preenchida por um 
nucleotfdeu,o di meti lhenzim ida znl ribonudeotídeo 
{em amarelo), ligado covaleniemente por seu gru- 
po 3 '-fosfato a uma das cadeias laterais do anel de 
corrina por meio do aminoisopropanol. 

À vitamina B !2 na forma em que ê geralmente 
isolada á chamada de cianocnhalamina, porque ela 
contém um grupo cia no (capturado durante a pu- 
rificação) ligado ao cobalto na sexta posição de co- 
ordenação. Ka ^'-desoxiadenosilcnhalamina* o co- 
fator para a metilmalonihCoA mutase, o grupo cia- 
no é substituído pelo grupo 5'-dcsoxiaden05Íl (em 
vermelho na Fig. 2), ligado covalen temente por meio 
de C-5 r ao átomo de cobalto. A estrutura tridimen- 
sional desse co-fator foi determinada por técnicas 
de cristalografia de raios X por Dorothy Crcnvfoot 
Hodgkin, em 1956. 

À formação desse co-fator complexo (Fig. 3) é 
um dos dois únicos casos conhecidos nos quais to- 
dos os fbsfatos do ATP são clivados; o outro caso é a 
formação da 5-adenosilmetionina a partir de ATP e 
metionina (veja Fig. 18-17). 
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Continua na página seguinte. 
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Figura 3 
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Figura 4 


A chave para entendermos como a coenzitma B u 
catalisa a troca de posição do hidrogénio está, nas 
propr LeJjdcs da hgaçáo covatenie entre o cobalto e 
o 05' do grupo desosiadenosil ( Fig, 2), Essa e unu 
refação reütivamenie fraca; a sua energia de disso- 
ciação é mais ou menos 1 lOfcl/mol. comparada, com 
34fttJ/mol para urna ligação C — C típica ou 414kiV 
mol para unu ligação C— H- Essa ponte e tio fraca 
que pode ser rompida pda simples iluminação do 
composto com luz raivei f essa extrema fotciabili- 
dü de provavelmente e rcsponsiv-d. pelo falo de as 
plantas não conterem vitamina B ( -L A dissociação 
produz o radical 5'*deso*iadeno&ü e a forma Co** 
da vitamina, (icrar radicais livres dessa forma e a 
função química da í'- JtsoKiadennsikobaljmiiu, 
dando início a uma série de transformações como 
as que estão ilustradas na Figura 4, um mecanismo 
proposto para a reação catalisada pela metilmalo- 
nil-CoA mutase, para um certo número de outras 
transformações dependentes da coenzima 

Primeiro, a enzima rompe a ligação Co— *C no 
co- fator, deixando a coenzima em sua forma Co ! ' c 
produzindo o radical. Livre 5'-desoxiadenosii (.passo 
{p). Esse radical agora retira um átomo de hidrogê- 
nio do sub$(raRccofiver(endo-o em um radical e pro- 
duzindo 5'-dcMfUadeno6Íru {passo (2)h O rcarranjo 
do radical substrato pmduz outro radkal (passo 
nele o grupo migrante X Í—CO — S-CoA para a me 
t ífmak mi] - C foA mutue) moveu-se para o carbono 
adjacente para formar um radical semelhante ao pm- 
doto. O átomo de hidrogénio irucialmentt retirado 
do substrato e agora parre do grupo — CHU da 5'" 
dcStíxiadcTKisina; um dos hidrogénios desse mesmu 
grupo — CH> í dc pode ser o mesmo q«c Ibi ongi- 
naJmente rei irado) retoma para o radical semelhan- 
te ao produto, gerando o produto e regenerando o 
radical livre desnxiddfiiosil (passo (4)). Firialmenu-, a 
ponte entre o cobalto e íi grupo — "CH; do radical 
desoxiadenosíl é refeita (passo ©), destruindo o ra- 
dical livre e regenerando o oo-faturna sua forma Co ,1+ . 
pronto para participar de outro eido catalítico. 

Nesse mecanismo proposto» o átomo de hidro- 
gênio migrante nunca existe como espécie Livre f. 
portanto» nunca está Livre para ser trocado com os 
hidrogénios das molecuLs de água que constituem 
o sofrente. 

A deficiência de vitamina B resulta em uma 
doença muito grave. A vitamina B, : não é fabricada 
por plantas ou animai* e pode ser sintetizada zpe 
nas por reduzido numero de espécies de microrga- 
nismo*. Para as pessoas sadias. ela é necessária em 
pequeníssimas quantidades» perto de 3pg/dú< ma* 
a anemia perniciosa» uma doença grave, resulta da 
falha na absorção efkientt da vitamina f) ; . da tuz 
intestinal. onde da é obtida por digestão da carne 
da alimentação ou sintetizada por bactérias intesti- 
nais,. Uma glícoproleína essencial para a absorção 
intestinal da vitamina chamada de fator intrín- 
seco, não é produzida em quantidade suficiente çm 
pessoas com css.i doença. A patologia da anemia 
perniciosa inclui uma reduzida produção de erítrõ- 
eitos, níveis reduzidos de hemoglobina e deficiên- 
cias severas e progressivas do sistema nervoso cen- 
tral. Ao menos em alguns casos, a administração de 
grandes doses de vitamina B ( ; alivia esse sinais. 
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A oxidação dos ácidos graxos 
é regulada de maneira estrita 

A oxidaçào dos ácidos graxos consome um combustível precio- 
so,, assim* ela é regulada de Forma que ocorra apenas quando a 
necessidade por energia requer. No fígado, o açil-CoA graxo for- 
mado no citosol tem duas grandes vias abertas para si: (1) a p- 
oxidaçãq pelas enzimas da mitocõndria ou (2) a conversão em 
triacilglicerdis e fosfblipidíos pelas enzimas do citosoJ. A veloci- 
dade de transferência para o interior das mitocòndrias dos acil- 
CoA graxos de cadeia longa decide qual via será tomada, O pro- 
cesso em três passos* por meio do qual os grupos acil-graxos são 
transferidos do citosol para a matriz mitocondrial (veja Fig. 17- 
ê), é o limitante da velocidade de oxidação dos ácidos graxos. 
Uma vez que os grupos acil-graxos entram na mitocôndría, eles 
estão defínitivamente destinados ã oxidação até acetil-CoA. 

A concentração do malonil-CoÀ, o primeiro intermediário 
na biassíntese citosòlica dos ácidos graxos de cadeia longa a partir 
do acetil-CoA* aumenta sempre que o animal é bem suprido com 
carboidratos; qualquer excesso de glicose que não possa ser oxi- 
dado ou armazenado como glicogênio é convertido em ácidos 
graxos citosálicos para estocagem* na forma de triadlglkerol. A 
inibição da carnitina adltransferase I pelo malonil-CoA assegu- 
ra que a oxidação dos ácidos graxos seja diminuída sempre que 
o fígado tenha amplo suprimento de glicose para usar como com- 
bustível e* ao mesmo tempo* esteja fabricando ativamente tria- 
dlgliceróis a partir dessa glicose em excesso, 

"OOC— CHi— <Ü— S-GoA 
Malonil-CoA 


Duas das enzimas da J3-axídação também sâo reguladas por 
metabólitos que sinalizam o suprimento suficiente de energia. 
Quando a relação [NADH | i | NAD + 1 está alta* a hidroxiacil-CoÀ 
desidrogenase é inibida; além disso* altas concentraç&es de ace- 
til-CoA inibem a tiolase. 

A 3-oxidação também ocorre nos peroxissomos 

Embora nas células animais o principal sítio de oxidação dos 
ácidos graxos seja a matriz mitocondrial* outros compartimen- 
tos em determinadas células também contêm enzimas capazes 
de oxidar os ácidos graxos até acetil-CoÀ, por uma via similar* 
embora nâo idêntica* àquela existente na mitocândria. Os pero- 
xissomos são compartimentos celulares enclausurados por mem- 
branas (veja pág, 36) existentes em animais e plantas; neles T o 
peróxido de hidrogénio (H p 0 3 ) é produzido por oxidação dos 
ácidos graxos e* i media la mente a seguir* destruído enzimatica- 
mente. Como na oxidação dos ácidos graxos na mitocôndría, os 
intermediários sào derivados da coenzima A, e o processo con- 
siste de quatro passos {Fig. 17-12): (1) desidrogenação; (2) adi- 
ção de água à dupla ligação formada; (3) oxidação do J3-hídroxi- 
actl-CoA a uma cetona, e (4) divagem tíolítica por meio da co- 
enzima A (Como discutido adiante* reações idênticas também 
ocorrem nos glioxissomos). A diferença entre as vias existentes 
na mitocõndria e no peroxissomo está no primeiro passo. Nos 
peroxissomos* a flavoproteína desidrogenase que introduz a 
dupla ligação passa seus elétrons diretamente para 0 lp produ- 
zindo HjO z (Fig, 17-12). A água oxigenada é um oxidante forte 
e potendalmente perigoso e* assim* é imediatamente decomposta 
em H z O e 0 2 pela enzima catalase, Fm contraste, na mitocôn- 
dria, os elétrons removidos no primeiro passo de oxidação pas- 
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Figura 17-12 - Comparação da 0-oxidação dos áci- 
dos graxos que ocorre nas mitocôndría*, nos p#ro- 
xissomos e nos glioxissomos. O sistema percxisso- 
mal/glioxissornal difere em dois aspectos do sistema mi- 
tocondrial: (1) no primeiro passo oxidativo os elétrons 
passam diretamente para 0 3 , gerando hbCU; {2) o NADH 
formado no segundo passo oxidativo nâo pode ser reo- 
Kidado, assim, equivalentes redutores são exportados dos 
peroxissomos e dos glioxissomos para o citosol e, final- 
mente, entram na mitocôndría. O acetil-CoÀ produzido 
pelos peroxissomos e glioxissomos também é exporta- 
do; o acetato dos glioxissomos (onganela encontrada 
apenas nas sementes em germinação) serve como pre- 
cursor biossintático (veja Fig. 17-13}. □ acetil-GoA pro- 
duzido na mitocôndría é oxidado no delo do ácido cítnco. 
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sam por meio da cadeia respiratória até 0 4í e H>0 é o produto 
finai, um processa acompanhado pela síntese de ATP. Nos pero- 
xissomnv a energia Liberada no primeiro passo oxida trvo da que- 
bra dos áodos graxos è dissipada como calor. 

Grandes quantidades de gorduras rw dieta de um mamífero 
resuJiam em aumento da síntese das enzimas responsáveis peia 
P -oxidação peroxissofnal no figado Os peroriesomos hepáticos 
não comém as enzimas do rido do ácido cítrico c não podem 
catalisar a oxidação do acetil-GoA em GO>, Em vez disso, o ace- 
tato produzido peia oxidação dos ácidos graxas é exportado dos 
prroxi&somos, presumivelmente parte desse acetato entra na 
mitocAndna e é ai oxidado 

Os pero* is somos e os glioxissomos vegetais 
empregam o acetil-CoA produzido na p-oxidação 
tomo um precursor biossiniètko 

Nos vegetais» a oxidação dos ácidos graxos ocorre nos peroxís* 
somos do tecido das folhas e nas glioxissomos das sementes em 
germinação. Os peroxissomos e os glioxLssomos vegetais sâo si- 
milares em estrutura e função, tis glioxtssomos ocorrem apenas 
durante a germinação das sementes c podem ser consideradas 
como peroxissomos especializados. 

Nas plantas, u papel biológico dia oxidação que ocorre nos 
peraxbsomos e glioxissomos e fornecer precursores biossintéli- 
cos que se originam de lipídios armazenados. A vía da p -oxida- 
ção não t uma fonte importante de energia metabólica nos vr- 
getaiK de fato, as mitocóndrias das plantas não contém as enzi- 
mas da p oxidação. Durante a germinação, os triacilglkeróis 
armazenados nas sementes são convertidos em glicose, sacarose 
e em uma grande variedade de outros met aboli tos essenc iaií ( Fig, 
17-13). Oí ácidos graxas liberados dos inacilgliceròís são ativa- 
dos por transformação em seus derivados de coenziim A c oxi- 
dados nos glioxissomos, por meio do mesmo processo de qua- 
tro passos que ocorre nos peroxíssomos (Fig. 3 7-12). O acetil- 
CoA produzido é convertido pelo ciclo do gliuxalalo {veja Fig, 
16-16) em precursores de quatro átomos de carbono da glico- 
neogénese íveja Fig. 20-2). Os glioxissomofi, como os peroxis- 
somos, contém a] las concentrações de cotaiase, a qual converte 
KjOi produzido pela p-oxidaçáo em HjQ e 0> 
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Figura 17-13 - O pape* da fi-oxriãçàú na conversão de IriacílgEiceróri de 
reserva em glicose, como ocorre nas sementes em germinação 


As enzimas da [^oxidação nas diferentes organelas 
divergiram durante a evolução biológica 

Fm hora a sequência dc reações da |í -oxidação na mitocõndria 
seja essencial mente a mcsrtw que existe nos peros esso mos c nos 
glioxissomos, as enzimas mitocond riais diferem significativa- 
mente das suas isoenzimas naqueles compartimentos. Aparen- 
temente, essas diferenças refletem a divergência que ocorreu 
muito cedo na evolução, quando da separação das bãctéfiü 
gram -positivas das gram- negativas l veia Fig. 2-5). Nas mitocón- 
drias. çada uma das quatro enzimas da jü-oxidaçâo é uma proteí- 
na solúvel c separada, similar em estrutura às enzimas análogas 
existentes nas bactérias gram- positivas. Entretanto, as enzimas 
dos peroxissomos e glioxissomos são parte de um complexo de 
proteínas e pelo menos uma delas contêm duas atividades eiizi- 
má liças em uma unica cadeia polipeptídica (Fig. 17-14), Assim, 
as atividades enzimáiicas de enofl-CoA hidratase e a i -[3-hiclro- 
xiacíl-CoA desidrogenasc residem em uma única proteína mo- 
nomérica (M r -150.000)! valor próximo da proteína funcional 
similar da bactéria grani -nega ti va Escherichia coli Ainda nâoestá 
claro o valor seletivo evolucionário de reter ambos os tipos de 
sistemas de 0 -oxidação no mesmo organismo. 

A ómega oxidação ocorre 
no retículo endoplasmáticc 

Embora a 0- oxidação. na qual as enzimas agem na ponta carbo- 
xihca de um árido gra xo, se ja de longe o destino cata boi ku maú 
importante dos ácidas graxas, existe uma outra via, em alguns 
organismos, vertebrados indtiflM» que envotve a doridaçio do 
carbono ómega («a) ou o átomo de carbono mais distante do 
grupo carhoxíia. As enzimas caracteristkás dessa via se encon- 
tram (nos vertebrados i m» retículo endoplasmátko do ligado e 
d« rim, e os substratos preferidos tio ácidos grano* com 10 a 12 
átomos de carbono. O primeiro passo da via introduz um gru- 
po hidnuxila nq carbono tá (Fig. 17-15). O oxigênio para esse 
grupo provém do oxigénio molecular (Oj) em uma rcaçáo com- 
plexa que envolve o citocromo P450 e o NADH como doador de 
elétrons. Reações desse tipo são catalisadas por oxidases de fun- 
ção mista, descritas com mais detalhes no Adendo 21-1. 

Duas outras enzimas agem, então, sobre o carbono ta: uma 
álcool desidrcigena&e oxida o grupo hidmxiU em aldefdu e uma 
aldeído destdrogenase oxida o grupo aldeído formado em ácido 
carboxílkoí produz-se, assim, um árido graxo com duas urbo- 
xitas: uma em cada ponta da cadeia. Nesse ponto, qualquer uma 
das carboxiías pode ser ligada á coenzima Ata moténiula pode 
entrai na mitocõndria e passar pela via normal da 0-oxidaçla 
Em Cada passagem pela via da p axidaçào, os áridos pam com 
"duas pon tas” liberam ácidos dicarboxdicos como os ácidos suc- 
cüiLco e o adípico í.Fíg- 17-15), 

Defeitos genéticos nas desidrogenases dos 
acil-CüA graxos causam doenças graves 

Os Iriacilgliceróis são tipicamente a prinripal fonte de energia 
para a contração muscular, e a incapacidade para oxidar áridos 
graxos provenientes dos triacilgJiceróis tem sérias conseqüênriai 
para a saúde. O defeito genético mais comum no catabolismo 
dos ácidos graxas nos Estados Unidos e nas populações do nor- 
te da Europa ê devido a uma mutação no gene que codifica a 
acil-CoA desidrogenase de áridos graxos de cadeia média 
Í MCAD). Entre os europeus do norte, é ao redor de l para 40 a 
frequência de portadores {indivíduos com essa mutação recessi- 
va em apenas um dos dois cromossomos homólogos). Os indi- 
víduos com as duas cópias mut antes do aleEo MGAD são inca- 
pazes de oxidar áridos graxos de 6 a 12 carbonos, Eles exibem 


479 




Substrato 


Produto 


Bactérias 

gram-positivag 


Bactérias 

grani-ncgatÍYa& 


Figura 77-14 - Comparação das enzimas da ^oxidaçio nas bactérias g ram -positivas e nas gram-negativas. As quatro 
enzimas da p-oxidaçâo nas bactérias gram-positivas são entidades separadas, como aqueJas da mitocóndria. O complexo de quatro 
atividades eozimáticas (duas das quais sãa parte de uma única cadeia polipeptidica) típico das bactérias g ram -negativas também é 
encontrado nos sistemas de fJ-uxidação dos peroxissomos e glioxissomos. Enz, - acil-CoA desidnogenase; Enzj = enoil-CoA bidrata- 
se; Enz a = L-p-hidroxiacil-CoA desidrogenase; Enzv, - tiolase. 



Figura 17-15 ~ Ómega -oxidação no retículo endoplosmático Esta 
via alternativa da p-oxidação começa com a oxidação do carbono mais 
distante do carbono a, o carbono ôrnega (w). O substrato usual e um 
ácido graxo de cadeia de tamanho medio. Essa via não é, em geral a 
maior via para o catabolismo oxidatrvo dos ácidos graxos. 


episódios recorrentes de uma síndromeque inclui acúmulo gor- 
duroso no fígado» altos níveis de ácido octanóico no sangue, baixa 
concentração de glicose no sangue (hipoglicemia), sonolência, 
vómitos e coma. O padráo de ácidos orgânicos na urina ajuda 
no diagnóstico dessa doença, A urina tem, comumente, altos 
níveis de ácidos dicarboxílicos com 6 a 1 G átomos de carbono 
(produzidos por u>- oxidação), mas os altos rdveís de corpos ce- 
tônicos urinários (veja a seguir) associados» em geral, com qua- 
dros hípoglícémicos não estão presentes. Embora os pacientes 
possam não exibir nenhum sintoma entre os episódios, estes são 
muito sérios, A mortalidade dessa doença varia de 25% a 60% 
na primeira infância, Se o defeito genético é detectado logo após 
o nascimento, o indivíduo afetado pode passar a receber uma 
dieta pobre em lipídios e rica em carboidratos. Intervalos lon- 
gos entre as refeições devem ser evitados para impedir que o or- 
ganismo passe a consumir suas reservas tipi dicas corno fonte de 
energia, Com a detecção precoce e gerenciamento cuidadoso da 
dieta, o prognóstico para esses pacientes é muito bom. 


Corpos Cetônkos 

Durante a oxidação dos ácidos graxos no fígado dos seres hu- 
manos e da maioria dos outros mamíferos, o acetil-CoA forma- 
do pode entrar no ciclo do ácido dtrico (Estágio 2 da Fig. 17-7) 
ou pode ser convertido nos chamados “corpos cetònicos” ou seja, 
em acetona, acetoacetato e D-P-hidroxibutirato, que são expor- 
tados para outros tecidos através da drculaçáo sanguínea (o ter- 
mo “corpos” é um artefato histórico; o termo é aplicado ocasio- 
nalmente a partículas insolúveis, mas esses compostos sao solú- 
veis no sangue e na urina), A acetona» produzida em menores 
quantidades que os outros corpos cetónicos, é exalada, D aceto- 
acetato e o D-p-hidroxibutirato são transportados pelo sangue 
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para os tecidos que não o hepático (os tecidos extra-hepáticos), 
por exemplo, os músculos esquelético, cardíaco e córtex renal, nos 
quais eles são ooadados pela via do ciclo do ácido cítrico para for- 
necer a maior parte da energia requerida por esses mesmos teci- 
dos. Normalmente, o cérebro utiliza como combustível apenas a 
glicose. Entretanto, em condições de jejum prolongado (fome cró- 
nica), quando a glicose não está disponível, pode adaptar-se para 
usar o acetoacetato ou o D-p-hídroxibutirato na obtenção de ener- 
gia. A produção dos corpos cetônicos pelo fígado e sua exporta- 
ção para os tecidos extra-hepáticos em geral permitem a oxidação 
continuada dos ácidos graxos no fígado, mesmo quando o acetü- 
CoA não está sendo oxidado pelo ciclo do ácido cítrico. 

Os corpos cetônkos sintetizados no fígado 
são exportados para outros órgãos 

O primeiro passo na formação do acetoacetato no fígado (Fig. 
17-16) é a condensação enzimática de duas moléculas de acetil- 
CüA catalisada pela tiolase; essa reação é a simples reversão do 
último passo da p-oxidação. Então, o acetoacetíl-CoÀ conden- 


sa-se com acetil-CoA para formar o p-hidroxi-p-metilglutari)- 
CoA (HMG-CoA), o qual é quebrado para formar acetoacetato 
livTe e acetil-CoA. 

O acetoacetato livre assim produzido é reduzido em D-p- 
hidroxibutirato (Fig, 17-16) por meio de uma reação reversível 
catalisada pela D-p-hidruxibutirato desidrogenase, uma enzima 
mitocondrial. Essa enzima é específica para o estereoisômero D; 
ela nlo age sobre o L-p-hidroxiacü-CoA e não deve ser confun- 
dida com a L-p-hidroxiacil-GoA desidrogenase, que age na via 
da p-oxidação. Nas pessoas sás, a acetona é formada quando o 
acetoacetato perde um grupo carboxila, e isso ocorre em quan- 
tidades extremamente pequenas, O acetoacetato é facilmente des- 
carboxilado; o grupo carboxila pode ser perdido espontanea- 
mente ou pela ação da acetoacetato descarboxilase (Fig. 17-16). 
Como as pessoas diabéticas não-tratadas produzem grandes 
quantidades de acetoacetato, o seu sangue contém quantidades 
significativas de acetona, A acetona é volátil e confere um odor 
característico ao ar exalado, o que, ás vezes, é útil no diagnóstico 
da severidade da doença. 



Os tecidos extra- hepáticos usam os 
corpos cetônicos como combustível 

Nos tecidos extra-hepáticos, o D-p-hidroxibutirato é oxidado 
até acetoacetato pela D-p-hidroxibutirato desidrogenase (Fig. 17- 
17), O acetoacetato é ativado para formar o éster da coenzima A 
por transferência de Co A do sucdniJ-CoA, um intermediário 
do ciclo do ácido cítrico (veja Fig. 16-7), em uma reação catali- 
sada pela p-cetoadJ-CoA transferase. O acetoacetii-CoA é en- 
tão clivado pela tiolase para liberar duas moléculas de acetil- 
CoA que entram no ciclo do ácido cítrico. 
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Figura 17-16 - Formação dos corpos cetônicos a partir do acetil-CoA 

Indivíduos bem nutridos produzem corpos cetônicos em quantidades relativa- 
mente pequenas. Quando ocorre aumento da concentração do acetil-QoA 
(jejum ou diabetes não-tratado,. por exemplo), a tiolase catalisa a condensação 
de duas moléculas de acetil-CoA formando o aceloacetiKoA, o progenitor 
dos trás corpos cetônicos. Essas reações de síntese dos corpos cetônicos ocor- 
rem no interior da matriz mitocondnai dofigado. 0 composto com sets átomos 
de carbono fl-hidfioKi-p-metilglutari|-CoA (HMG-CoA) ê também um interme- 
diário da biossíntese dos esterôis, mas a enzima que forma o HMG-CoA nessa 
via é citosólica. A HMG-CoA íiase está presente na matnz mitocondriaf. 


Figura 17-17 - (J-Hídroxíbutirato como combustível 0 D-fMn idroxi- 
butirato sintetizado no fígado passa pata a corrente sangüinea e assim 
chega aos outros tecidos nos quais, em um processo de três passos, é 
convertido em acetiJ-CoA. Primeiro ele é oxidado em acetoacetato, o 
qual é ativado com a coenzima A fornecida peio sucdnil-CoA, e então 
quebrado pela tiolase. G acetil-CoA assim formado é empregado na pro- 
dução de energia 
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Os corpos cetònicos são produzidos em excesso 
no diabetes e durante o jejum prolongado 

A produção e a exportação dos corpos cetònicos pelo flgãdu per- 
mitem a oxidação continuada dos ácidos graxos, mesmo com 
uma oxidação mínima do acetil-CoA no próprio fígado (Fig, 
17-18). Quando, por exemplo, os intermediários do ciclo do áci- 
do cítrico estão sendo empregados para a síntese da glicose, por 
meio da gUconeogènese, a oxidação dos intermediários do ciclo 
do ácido cítrico diminui e o mesmo ocorre com a oxidação do 
acetü-CoA. Além disso, o fígado contém uma quantidade limi- 
tada de COenzima A e, quando a maior parte dela está ligada nas 
moléculas do acetil-CoA, a 0-oxidação dos ácidos graxos dimi- 
nui de velocidade por Faita dessa coenzima livre. A produção e a 
exportação dos corpos cetònicos liberam a coenzima A, permi- 
tindo que a oxidação dos ácidos graxos continue. 

Q jejum severo e prolongado ou o diabetes melito não-tra- 
tado levam a uma superprodução de corpos cetónicõs à qual se 
associam problemas médicos muito sérios. Durante o jejum, a 
gliconeogênese retira a maior parte dos intermediários do ciclo 
de Krebs, desviando o acetil-CoA para a produção de corpos 
cetònicos (Fig. 17-18), No diabetes nâo-tratado, a insulina está 
presente em quantidade insuficiente e os tecidos extra-hepáti- 
cos não conseguem captar a glicose do sangue de forma eficien- 


te (Capítulo 20). Para aumentar o nível da glicose sangüínea. a 
gliconeogènese no fígado é acelerada, o que também ocorre com 
a oxidação dos ácidos graxos no fígado e nos músculos, resul- 
tando em uma produção de corpos cetònicos em quantidade 
acima da capacidade de sua oxidação pelos tecidos extra-hepã- 
ticos. O aumento de aeetoacetato c p-j3 - hidroxibutirato nos 
níveis sangüíneos diminui o pH do sangue, provocando uma 
condição conhecida como acidose. Uma acidose extrema pode 
provocar o coma e, em não raros casos, a morte. Os corpos ce- 
tònicos no sangue c na urina de diabéticos não- tratados podem 
atingir níveis extraordinariamente altos (Tabela 17-2hessa con- 
dição é conhecida como cetose. Em pessoas com dietas de con- 
teúdo calórico muito baixo, as gorduras armazenadas no tecido 
adiposo torriam-se a maior fonte da energia. Os níveis de cor- 
pos cetònicos no sangue e na urina dessas pessoas devem ser 
acompanhados para evitar os perigos da ocorrência de addose 
e cetose (cetoacidose). 



Excreção urinária 
(mg/24h) 

Concentração no 
sangue (mg/IDÜmL) 

Normal 

^ 125 

<3 

Cetose extrema 
(diabetes não-tratado) 

5.000 

90 
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O aeetoacetato e o 
p-liMroxibutirato são exportados 
como fontes energéticas para o 
coração, o músculo esquelético, os 
rins e o cérebro 
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Figura 17-18 - Síntese dos corpos tetânicos e sua exportação pelo fígado. As situações que aumentam a 
gliconeogènese (diabetes não-t ratado, jejum) desaceleram o ciclo do ácido citrico (pelo consumo do oxaloacetaio) e 
aumentam a conversão do acetil-CoA em aeetoacetato. As moléculas de coenzima A liberadas permitem que a b- 
Qxidação dos ácidos graxos ocorra de forma continuada 


Os ácidos graxos componentes dos (rbriEgliceróis 
fornecem uma grande fração da energia oxidar iva 
nos animais. Os tríacilgliccróis ingeridos iu alimen- 
tação são emubificados no intestino delgado peio* 
sais biliares, hiditdtsados por lipase* intestinais, ab- 
sorvidos pelas células epiicluis iniminib e recon- 
vertidos em macÜglkeróis; sio, a seguir» incluídos 
nos quílomicroiis por mciu da combinação com 
apalipopr oteínas especificas. Os quikimjcmns libe' 
ram os tríadlglkeróii para os tecidos» nos quais a 
iipise lipopiutêica libera tn ácidos grau» livres para 
entrar no interior das células, Os c nacilglkerois ar- 
mazenados no tecido adipow dos animais verte- 
brados são mobilizados pela ação de hormônios por 
meio de uma Stpase que age sobre os iríacilglice- 
rúis e é scnsivd aos mesmos hormônio*. Os ácidos 
graxos liberados por essa eitzima ligam-se á albu- 
mina do soro e são transportados pelo sangue até o 
coração, o músculo esquelético e outros tecidos, cm 
que esses ácidos graxos são empregados como com* 
bustivel. 

Uma vez no interior dás Células, os ácidos graxos 
livres são ativados na membrana milocondrial exter- 
na por estmficaçãu com a çoenzimil A, formando tio- 
ésteres acil-Co A graxos. Estes são convertidos em és- 
teres graxos do tipu adl-carnítina. que sflo então car- 
regados por um transportador espcdíicu através da 
membrana mitocondrkl interna até a matriz mito- 
cundriab ai os ésteres acil-GoA graxos são nuvimen- 
te formados e entram na via da fboxkUçãn, 

No primeiro estágio da fl-oiudaçáo dos ácidos 
graxos, são necessárias quatro reações para remo- 
ver cada unidade de ácctil-QsA da extremidade car- 
boxihca saturada do acil-Co A graxo: ( I ) desidro- 
genação dos carbonos a e [J íC-2 e C-5) peias acd- 
CoA dtsidrcgrnaxes unidas ao FAl>. (2) hidratação 
resultante da dupla ligação rnunA J pela enoil-CoA 
hidratai (3) desidrogenação do i-p-hídroxiacil- 
GoA resultante pela p-hidttiXiáCibCnA desidroge- 
nase ligada ao NÀI>* e H) divagem, pela tio-bse que 
emprega coenzima A, do ft-cctoaal CoA resultan- 
te para formar acetil-CoA e 0 tioéítct da coenzima 
A com o ácido graxo original, diminuído de dois 
aio mos de carbono. O acil-Co A encurtado reentra 
na sequência de reações. Por exemplo, o palmiiatD 
que Tem 16 átomos dc carbono libera no total 8 
moléculas de acetíl-CoA, as quais no segundo está- 
gio da oxidação dos ácidos graxas podem ser oxi- 
dadas até C0 2 por meio do ciçlo do acido cítrico. 
Uma grande fração do rendimento teórico çm ener- 
gia livre da oxidação dos ácidos graxos é recupera- 
da co mu ATP pela fosforilaçáo oxidai iva, O terceiro 
e último estágio da via oxidatíva, Defeitos genéti- 


cos na desidrogenase que atua sobre os acíl-CoAs 
de cadeia média sáo comuns nas populações do 
norte da Eu topa e do* Estados Unidos e provocam 
doenças graves. 

A oxidação dos ácidos graxos insaturados requer 
a ação de duas enzimas adicionais: a tnoil-GoA íso- 
merase c a 2,4-dietwU-CoA rcJüiaãc. Os ácidos gra- 
xos de número impar de átomos de carbono são 
oxidados, pda v« da pi -oxidação, nus, ao final, libe- 
ram uma molécula de propioml-CoA. Este ultimo 
é carbariladn c transformado em metilmaionil- 
CoA, o qual é tsotnertudn em succin lI -Co A por uma 
reação catalisada pela metilmalonil-CoA mutase. 
Essa enzima requer a coenzima B, :t um to- fator 
complexo contend» um ion cobalto c um sistema 
em anel de corrma. A Coenzima B l: está envolvida 
em um grande número de reações catalisadas enzi- 
maticamenlr, nas quais um átomo de hidrogênio c 
trocado por um grupo funcional ligado em um áto- 
mo de carbono adjacente. 

A oxidação dos ácidos graxos é finamente regu- 
lada. A ingestão dé grandes quantidades de hidratos 
de carbono suprime i oxidação dos ácidos graxos 
em favor da hiossíruesr desses mesmos ácidos. 

Os peroxíssomos de plantas e animais e os glio- 
xissomos das KltlCRtet cm germinação conduzem 
a p -oxidação por quatro passos similares àqueles que 
ocorrem nas mitocôiidrias, Ü primeiro passo de 
oxidação transfere os elétrons diretamente paraG^ 
gerando HjCb? nenhuma energia é conservada, e a 
HnO> potencial mente perigosa, í destruída peta ca 
talase. Nos gltoxissomos, a p- oxidação serve para 
converter os lipidios armazenados em compostos 
de quatro átomos dc carbono {por meio do eido 
do glioxalalo); esses compostos são precursores de 
uma grande variedade dc intermediários e produ- 
tos necessários durante a germinação da semente. 

A cu-oxidação dos ácidos graxos no retículo en- 
dopUsmáttto produz ácidos graxos dii^rboxilkts» 
com grupos carboxiti* nas duas extremidades da 
molécula do ácido graxa- Esses intermediários po- 
dem sofrer f$~oxid*çáo em qualquer uma das ectre- 
midâdcs, liberando ácidos dicarboxilkos de cadeia 
curto, com o o ácido xuCClnica 

Os corpos celõnko* — aceictaceiato, n-pr-hidro- 
xibutiratn e acetona — são formados no bgado- Os 
dois primeiros compostos são transportados pdo 
sangue até outros tecidos, fios quais eles funcionam 
como moléculas combustíveis. sendo oxidados até 
acetü-CoA c depois cn Irando no ciclo do ácido cí- 
trico. A superprodução dc Carpos cetônicos no dia- 
betes não -controlado por tratamento ou durante o 
jejum severo pode levar ã cetose e à acidose. 
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Problemas 


1- Energia dos triadlgiicero** Usando como base “por 
átomo de carbono" responda oode reside a maior quan- 
I idade de energia biologicamente disponivet itm tríaril- 
gfKOÕB: na porç^ gjicerol «ü na porção iíklm grwos? 
Indique como o conhecintcOio da nl rutura quimica dos 
iiúcilgiiceróu íomece a re»p«>u. 

2, Reserva de combustível no tecido adípuso Futre os 
grandes nutrientes íprnteLiu*, carfanidr»!» e Lipídios), os 
triadlgikerõis poasiiem o mainr conteúdo de energia. 

. ía) Se 15% da massa corporal de um homem adulto 
de 70kg consiste de triacilglicerrtis, calcule a reserva de 
combustível total, em kcal e em kj, na forma dnsc ripo 
de gordura. Recorde que I .OOkcil ^ 4 n LHk|. 

(b) Se a necessidade energética basal è aproximada- 
mente 8.4üükJ/dia [2.0UE)kcal/día}, por quanto tempo essa 
pessoa sobreviverá, se a oxidação dos ácidos gnutos «to- 
cados como triacilglkeróií representar a única fonte de 
energia? 

cj Qual será a perda de paa em gramas por dia sob 
essas condições de Jejum? 


3. Reações c 


»» e do acido di rico. Freqúen! emente « edubs seguem 
o mesma modela de reação enzimãlica para realtzar rea- 
ções mrtabòlkai anãbigas Por exemplo, os passos na 
oxidação do pirvrvaio e do a-cetoglularato a acetil-CoA 
t mcciiiU-CnA, mpcctivamen te, embora catalisadas por 
enzimas diferemn. ião muiio scmethantes. O primeim 
estágio na oxidação doí Ácidos graxos segue uma sequên- 
cia de reaçúes que lembram muho uma existente no ei- 
do do áçido cítrica. Mostre, por reações, as seqüénçias 
análogas de reações nus dusw vias. 


4. A química da rtnçáíi caiuliiuda pqia acil-CoA sintetase. 
Os ácidos graxos s.to cunverlidos n<Js ésteres da coenzi- 
ma A respectivos por nieío da rcuçao reversível catalisada 
peta acil-CoA fíntetue: 


R- — COO ir ATP + CüA i 


CoA + AMP + PP, 


(a) Um intermediário ligado a enzima foi identifica- 
do nesta reaçio como o anidrkfo misto do ácido graxn e 
da adenosina rnonnfodatu ÍAMN. adbAMfb 


ff 

-J*-o-çH 


q L AdeninaJ 


o. 

OH OH 


Escreva duos equações correspondentes, á sequência dos 
dois passos envolvidos na neoçio taialisada peia acetd- 
CoA sinterase tendo o actl-AMP tono intermediário. 

(b> A reaçio apresentada é livremente rrvrrwvrl, com 
constante de equilibf ie prózim* de t. Pr que maneira se 
poderá fazer «ta reoçác ítvoreter ■ formação de ocil- 
CoA graxa? 

S. ÜxidsyáG do palmalilo moivada tom tní m Uma amos- 
iTi de pahnilalo marcado undormemente com tritio Í*H) 
Irm atividade especifica de 1,48 h Kl’ pulsos por minuto 
(rpm? por micromol de paimitalo. Uma porção dessa 
amostra è adicionada a uma sutpcntác» de mitocAndrias 
que a oxida até acetil-CoA. Etfc í isolado c hidrolisado 
até acetato. A atividade especifica do acetalo isolado r 
3,00 k lü 7 cpm por micromol de í cento. Esse resultado é 
consistente com a via de (J-oxidaçin? Explique. Qual é o 
destino final do tritio removídoT 


músculo do paciente oxida o oleato adicionado mais Icn- 
tamente do qiir os homogeneizadas de amostras de mús- 
culo obtidas de indivíduos Mudáveis, Quando a camrti- 
na foi adicionada ao homogeneizado do músculo do pa- 
ciente, a velocidade de oxidação do uleafo se igualou 
àquefo dos hwnogeoefiadovcontroJt O packntc foi dõ- 
agnosucado como tendo uma deficiência de camitina, 

{a} ífoc que a carotlnu adicionada aumenta a vdoa- 
dade de oxidação do olealo no homogeneizado de mús- 
culo do paciente? 

(b) Eforque os sinuimastán agravados pefojenuntem- 
ck» e a dieta rica eiti gorduras? 

fc) Sugara duu pcowen ruAo pari a deficiência de 
camrtini no músculo do paciente. 

Os ácidos gr«o> (fljiw fome de água rontrariainente 
á lenda, os camrfo* n*o acumulam água em sua corem, 
que. n* realidade, é um grande depósito dç gnrdun Como 
essr depósito de gordura íuncínn* conto uma funie de 
água? Calcule > quantidade de agua htmsr que pode ser 
produzida peio camelo * partir de um quilograma de 
gordura. Para simplificar, suponha que a gordura consts- 
ia intcõramentc de inpãlmitailglicerol 

1 1>. O petróleo como fonte alimentar para micróbios. Al- 
gum microrganismos do gênero Nacardia e Pseudomó- 
rtiü podem cfwcer cm um ambiente no qual a üníea fon- 
te alimentar são hidnxarbonélofc, Essas bactéria* oridam 
os hídrocarfronelot iMlicoí de cadeia reta, como a oc- 
tana h a seus ácidos carbüxüicos correspondentes; 


6. Compartimentai izíiçáti celular na p-raldnçãa. Antes de 
ser oxidado na mitocóndfia, 0 palwilHEO livre é ativado 
no cítosol como derivado de coenz.lrru A I palmitoil-CoA). 
Se uma mistura de palmitato c ( 1< C| çnenzima A è adicio- 
nada a um homogeneizado de fígado, o palrmíoil-CoA 
isolado da fração citosdlka é radioativo, mas o isolado 
da fiação mitoccndriai não í, Explique. 

7. Bioquímica comparativa; vi** geradoras de encTgia em 
pa&saros- Uma indicação da importância relativa de di- 
ferentes vias metabólica* liberadora* de energia, ou seja. 
produtoras de ÀTP t é a de determinadas enzimas 
dessas vias. As de virias enrimaç dos músculos pei- 
torais do pombo í empregados pari voar) e do faisão es- 
tão relacionadas a seguir 


Enzima 

V^, (jamol dó subftráto/ 
mln/g d* t*ddo) 

Pombo 

Faisão 

Heicquéise 

3,0 

2.3 

Posfoniase do gl cogéniQ 

18,0 

120,0 

Fosic# hAqidnast- 1 

24.0 

143,0 

CrtratD sntsse 

100.0 

15.0 

TnaolglicercJ íipdse 

0.07 

0,01 


{ai Disaila a importância refahva do metabolismo do 
gfkogénio em rdação ao metabolismo dos lipídios na 
geração de A1T nos másculos. peitorais desses passaras. 

( b i Compare n consumo pmvdvel de oxigínio nos dois 
’ pássaros. 

(c) Julgando pelos dados da tabela, diga qual dos dois 
é aquele que voa por Inngaii disilndas. justifique sua res- 
posta. 

(d) Porque as enzima* apresentadas foram as escolhi- 
das para a comparação? As atividades da triose fosfata 
isomerase e da malato desidrogenuse seriam iguaimente 
boas bases para comparação? Explique, 

8. Efeito da deficiência de carnitina. Um paciente desen- 
volve uma doença caracterizada por fraqueza muscular 
progressiva e «pasmos musculares dolortuos. Esses sin- 
tomas são agravados pelo jejum, exerckioi c uma dieta 
rica em gorduras. O homogeneizado de uma amostra de 


CH^CHiíaCHj + NAI>‘ + Oj 

GHrfCH,) ft CDOH + NADH + H" 

Como essas bactérias podem ser empregada* para lim 
par a poluição provocada por vazamentos de petróleo? 

11. Metabolismo de ácidos gruma com cadeia reta ligada 
a um grupo fcitil. Um coelho recebeu na alimentaçap um 
ácido graxo de cadeta reta comendo um grupo fcml na 
posição terminal: 

j—IOIjU-COO- 

PoúfriufflMtc, Ddlou-ie da urina desse animal um iw- 
tibõiilo crãúJiiM c ácido quando em solução aquosa. 
Uma amostra de >0?mg do me taboLio foi comptciajncntt 
neutral Ltada pela adiçio de IlJmi de NaOH OJM- 
U) Qual é o peso molecular provável dsse mtiahoh- 
to e qual a sua estrutura? 

(b) O ácukr grxkó de cadeia linear forneckb ao coe- 
lho contém um numeto por ou tmpor de grupeis metetê- 
nicos i — í'H- — >, ivln é. n e par ou tmpaP Explique. 

11 ÚxidaçJro dos ácsdoi grau» nos diabéticos. Quando 
a quantidade de acetil-CoA produzida durante a JS-oii- 
doçáo no fígado excede a capacidade do ciclo do iodo 
cítrico de oxidi-la, o excesso de acelil^CoA reage para 
formar nt corpm cel tSn i l m, P- p-hidroxibutiratu. acrin- 
acetaio e acetona. Essa condiçáo existe no diabetes seve- 
ro porque os tecidos dos portadores dessa moléstia são 
incapazes de utilizar a gin nw e oxidam grandes quantida- 
des de ácidos graxos cm seu lugar Embora o acebl-CoA 
não seja tóxico, a nutOLÓndrúi precisa transformá-lo, Rir 
quê? Como essa lraii!iíormaçáci resolve o problema? 

13. Conseqüênciai de uma dieta rica em gorduras c des- 
provida de carboidrato*. Suponha que você precise so- 
breviver com uma dieta consistindo exclnsivamçnte de 
gordura de baleia ou foca, sem nenhum, ou muito pou- 
co, carboidrato, 

(a) Qual n efeito da privação de carboidrato» sobre a 
utilização de gorduras para obtenção de energia? 



(b) Sc a sua dieta fusse totalmentc desprovida de car- 
boidratos, qual tipo de ácido graxo seria melhor consu- 
mir: aqueles com número par ou ímpar de átomos de 
carbono? Explique. 

1 4. Consequências metabólica* da ingestão de »-fluíiru- 
leato. O arbusto Dkhapetalum íoxi&iTtiurfty que cresce no 
país africano Serra Leoa, produz tò-iluoroJcato h que é 
muito tóxico para animais de sangue quente, 

V V 

F- CHj— (CHi)j— C =C — f CHj h— COO- 
(o-Fluoroleato 

Essa substância tem sido empregada como veneno para 
ponta de flecha* e o pb da sua fruta dessecada da planta 
usado como veneno para ratos (daí t> nome comum lo- 
cal da planta: rtílsbciMe). For que essa substância é tão tó- 
xica? (Dica: reveja o Problema 13 no Capítulo 16,) 

15. Papel do FAD como receptor de elétrons. A acil-CoA 
desidrogenase usa o FAD ligado à enzima como grupo 
prostético para desidrogenar os carbonos a e J3 do adl- 
CoA graxa. Qual é a vantagem de usar o FAD como re- 
ceptor de elétrons em lugar do NAD 4 ? Explique em ter- 
mos do potencial-padrão de redução para as meias- rea- 
ções enzima- FAD/FADHj (£'" = -0,2 19V) e NA D 4 / 
híADH (F ü = -0,320 V). 

16. P' oxidação do ácido araquidònico. Quantas voltas do 
ciclo de oxidação dos ácidos graxos são necessárias para 
oxidar completamente o ácido araquidònico até acetíl- 
CoA? (veja Tabela 11-1). 

17. Destino do propionato marcado. Se o [3- H CJpropionato 
( N C no grupo metil) for adicionado a um homogeneiza- 
do de fígado, produz-se rapidamente o oxaioacetato mar- 
cado com M C. Desenhe um Quxograma do caminho pelo 


qual o propionato é transformado em oxaioacetato e in- 
dique a localização do J+ C no oxaioacetato. 

IA, Fontes de H z O produzida na p-uxidação. A oxidação 
completa do palmitóil-CoA até dióxido de carbono e água 
é representada pela equação geral: 

Palmitoil-CoA + 23Q, + lOflPj + IflfiADP ► 

CoA + lóCOj + I08ATP + 23HjQ 

Água também é produzida na reação 

ADP + P| * ÁTP +■ H 2 0 

For que essa água não está incluída como produto da 
reação? 

19 r Importância biológica do cobalto. Os bovinos, os vea- 
dos, as ovelhas c outros animais ruminantes produzem 
grandes quantidades de propionato no rúmen pela fer- 
mentação bactcríana da matéria vegetal que eles inge- 
rem. Para esses animais, esse propionato í a principal fonte 
dc glicose pela seguinte via: 

Propionato — *■ oxaioacetato — * glicose 
Em algumas regiões do mundo, notadamente na Austrá- 
lia, os animais ruminantes, algumas vezes, mostram sin- 
tomas de anemia com concomitante perda do apetite e 
atraso do crescimento. Esses sintomas resultam da inca- 
pacidade do animal de transformar propionato em oxa- 
loacetato, o que é provocado pela ingestão insuficiente 
de cobalto devido aos níveis muito baixos de cobalto no 
solo. Explique. 

20. Consumo de lipídios durante a hibernação. Os ursos 
consomem ao redor de 25 *; lOfydia durante o período 
de hibernação, o qual pode durar em torno de sete meses. 
A energia necessária para manter a vida durante esse pe- 
ríodo é obtida da oxidação de ácidos graxas. Quanta mas- 
sa é perdida (em quilogramas) depois de sete meses? Co- 
mo a cetose pode ser minimizada durante a hibernação? 


CAPÍTULO 18 


A Oxidação dos Aminoácidos 
e a Produção de Uréia 


Vamos* agora, cs E Lidar o cataboJiSmi) dos amfnnácidnv* a última 
classe de biumcdccubt que* por meio de sua degradarão oxida 
liva T Fai uma contribuição significa üvj para a liberação dc ener- 
gia metabólica. O vabr da Ir 4 vão de energia metabólica deriva- 
da dos aminoácidos varia muito com o ripo de organismo con- 
siderado e com a situação metabólica em que rfe se encontra. 
ImedjatamcMr após uma refeição, os carnívoros podem obler 
da oxidação dos aminoácidos até 90% das suas necessidades de 
energia. Os herbívoras podem obter, de&sa fonte, apenas uma 
pequena fração de suas necessidades energéticas. A maioria dos 
microrganismos pode retirar aminoácidos do seu ambiente e 
esses aminoácidos podem ser oxidados como combustível quan- 
do requeridos pelas cotidiçóes metabólicas. Por outro Jado, os 
vegetais «ram ente oxidam os aminoácidos para obter energia. 
Em vez disso* por meio da fotossíntese, eles convertem COj e 
KiO cm carboidratos, que são usados quase exclusiva mente 
como fonte de energia. As quantidades dos diferentes aminoácí- 
dos nos tecidos vegetais são cuidadosamente reguladas para ser 
apenas suficientes para satisfazer as necessidades de biossínlese 
de proteínas de ácidos nucléicos e de um ás poucas outras molé- 
culas necessárias para o crescimento. O catabolismo dos ami- 
uoáddos ocorre nas plantas* mas ele è, em geral, destinado á 
produção de roeubóJitm para outras vias bíossintétkas. 

Nos animais, os aminoácidos podem sofrer degradação oxi - 
da üva cm tnh circunstâncias metabólicas diferentes: 

1. Durante a síntese e a degradação normais das proteínas celu- 
lares (renovação ou “tumover” das pra temas; Capitulo 27). 
algum dm aminoácidos liberados» durante a quebra das pro- 
teínas, sofrerão degradação oxida ti va, caso náo veiam neces- 
sários para a síntese de novas protemas. 

2. Quando, devido a uma dieta rica em proteínas, os aminoáci- 
dos são ingeridos em exccsso.com relação ás necessidades cor- 
porais dc biossinlese de proteínas, o excedente é calaholirado, 
já que os aminoácidos livres nâo podem ser armazenados. 

3. Dura me o jejum severo ou o diabetes mdito, quando os car- 
boidratos estão inacessíveis ou não são utilizados adequada- 
mente, as proteínas corporais serão hidrolisadas c seus ami- 
noácidos empregados como combustível utilizado. 

Em todas essas circunstâncias metabólicas, os aminoácidos per- 
dem seus grupos amino e os a-cetoáddos assim formados po- 
dem sofrer oxidação até CO ; e H 2 Ü. Em adição, e com frcqüèn- 
da de formo igualmente importante, os “esqueletos carbónicos" 
dos aminoácidos fornecem unidades de três e quatro átomos de 
carbono, que são convertidas em glicose, a qual, por sua vez, 
pode suprir as necessidades energéticas das funçòes do cérebro, 
dos músculos c de outros tecidos. 


/ 

A 



Uma vii ta da ilha dc Sfln Lorenzu, urna das ilha* do guano, ao longo da 
costa do Peru. Centenas dc milhares de pássaros, albatrozes dos pés ne- 
gros, fazem seus ninhos nessas ilhas, Oi pdiurci excretam seus grupos 
amlno em excesso, como ácido ti rico, que t o componente principal do 
guano. Ao l Drtgu dns séculos, foram dcpusitadiis enormes quantidades de 
guano, íb mundo estruturai que simulam rochedos íngremes. O guano é 
um fcmlrjurue agrícola valioso graças 4 vu rico conteúdo em nitrogênio. 
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As via* de degradação dos aminoácidos são muito similares 
na maioria dos organismos, O enfoque deste capítulo será sobre 
os vertebrados, porque o catabolismo dos aminoáridos nesses 
organismos tem recebido a maior parle da atenção dos pesqui- 
sadores Como nos casos das vias metabólicas dos açúcares e 
dos ácidos graxo*. os processos de degradação dos iminoácido* 
convergem para as vias catabòUcas centrais do metabolismo do 
carbono. Os esqueletos carbónicos dos aittinoáeidos, em geral, 
encaminham-se para o ciclo do ácido cítrico, Em algunt casos, 
as reações das vbs sío passos estieitaroení* paralelos àqueles 
dos catabolismos dos ácidos graxas (Capitulo 17). 

Entretanto. uma característica muito importante distingue 
a degradação dos ammoácidos dos processos catabólicos des- 
critos até agora: todos os aminoáddns contém um grupo ami- 
no. Portanto, cada vta degradativa passa por um passo-chave, 
no qual o grupo a-amino é separado do esqueleto carbônico e 
desviado para uma vú especializada para o metabolismo desse 
grupo ( Fig. IS- IK Trata remos primeiro do metabolismo do agro - 
pamento a mino e da excreção do nitrogénio e depois do destino 
dos esqueletos carbônicos derivados dos amíitoácido* e, ao mes- 
mo tempo, veremos como essas vias são interconectadas. 
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figura 1 i-l - Rnumo do cauboJrsmo dos aminoacidos nos mwni- 
ftros Os grupos arrwio e n esqueleto carbônico, remanescente dos amv 
noáodos, enTiam em vus metabólicas separadas, mas mierconecladas 


Destino Metabólico dos Grupos Am «no 

0 nitrogénio atmosférica (N 2 ) é abundante* porém quimica- 
mente muito inerte para ser empregado na maioria dos proces- 
sos bioquímicas. Como apenas uns poucos microrganismos 
podem converter N 2 em formas biologicamente útds como a 
amónia (NHj) (descritos no Capitulo 22)* os grupos amino sáo 
utilizados com enorme economia nos sistemas biológicos. 

Uma visão geral do catabolismo da amónia e dos grupos 
■mino nos vertebrados está apresentada na Figura IB-2a, Os 
iminoácidos derivados das proteínas dos alimentos são a fonte 


da maioria dos grupos amino. A maior parte dos aminoácidos é 
meta boi irada no fígado. Parte da amónia* assim gerada, é reci- 
clada e empregada em uma grande variedade de processos bios- 
smtétkos; dependendo do organismo, o excesso é excretado di- 
mamente ou convertido em uréia ou ácido úrico para excreção 
(Fig. 18-2b) + A amónia em excesso, gerada em outros tecidos 
(extra -hepáticos), é transportada alé o fígado i na forma de gru- 
pos amino, como descrito a seguir) para conversão na forma 
apropriada de excreção. 

O glutamato ea glutamina desempenham papéis especialmen- 
te críticos no metabolismo do nitrogênio. No dtosol dos hepató- 
dtos, o* grupos amino da maioria dos aminoãddos são transferi- 
dos para o a-cetoglutarato para formar glutamato. O glutamato é 
entio transportado para o interior da mjtocôfidri*. onde seu gru- 
po amino é removido para formar NHT O excesso de amónia, 
gerado na maior parte dos outros tecidos, t convertido no nitro- 
génio arme a da glutamina e, nessa forma, transportado para a 
mitocóndna do fígado, Na maioria dos lecidos, um ou outro des- 
ses dois aminoácidos é enconl rado em concentrações que são gran- 
des, quando comparadas àquelas dos demais aminoácidos, 

Xos músculos* os grupos amino em excesso são quase to- 
dos transferidos para o piruvato, com a respectiva formação de 
alanina. A alanina é outra molécula importante no transporte 
dos grupos amino, transportando -os dos músculos até o fígado. 

Iniciamos, agora, nosso estudo, com a discussão sobre a hi- 
drólise das proteínas da alimentação em aminoácidos e, a se- 
guir, faremos uma descrição geral dos destinos metabólicos dos 
grupos amino. 

As proteínas dos alimentos ingeridos são 
enzima tica mente degradadas em aminoácidos 

Nos seres humanos, a degradação das proteínas ingeridas em 
seus aminoácidos constiluintes ocorre no ira to gastrintestinal. 
A entrada das proteínas no estômago e&limida a mucosa gástri- 
ca a secretar o hormônio gaslrina, o qual, por sua vez, estimula 
a secreção do ácido dortdriço pelas células parietais das glându- 
las gástricas (Fig. 18-3a) c do pepsinogénio pelas células princi- 
pais. A acidez do suco gástrico (pH 1 jQ a 2^) age como um an- 
tisséptico e mata a maioria das bactérias e outras células estra- 
nhas, como um agente dcsnamramc, dcsoneveUndo as proteínas 
globulares e tomando suas Ligações peptidicas internas mais aces- 
síveis i ação das enzimas hidrolitkas. O pepsinogénio (M, 
40.000), um precursor inativo ou rimogínio ( veja Fig. 8-31). é 
convertido em pepsina ativa no suco gástrico, pela açâo eimmi- 
tka da própria pep&ina. Nesse processo 42 resíduos de aminoá- 
cidos sâo removidos da extremidade aminoiermirui da cadeia 
polipeptkhca, A porção da molécula que permanece intacta é a 
pepsina cozí marica mente ativa (Af, 33*000 U No estômago, j 
pepsina hidroLisa as proteínas ingeridas nas ligações pepttdicas 
do lado aminoterminal dos resíduos de aminoácidos aromáti- 
cos. tirosina, fenilalanina e triptofano (veja Tabela 5-7), rom- 
pendo as longas cadeias polipeptldkas em uma mistura de pep- 
tídeos menores. 

À medida que o conteúdo ácido do estômago passa para o 
intestino delgado, seu pH baixo estimula a secreção para o san- 
gue do hormônio sec retina. A secrctina estimula o pâncreas a 
secretar bicarbonato no intestino delgado a fim de neutralizar o 
HC1 gástrico, aumentando abruptamente o pH até perto do va- 
lor 7 t E). (Todas as secreções do pâncreas exócrino passam para o 
intestino delgado por meio do dueto pancreáticoj A digestão 
das proteínas continua a ocorrer no intestino delgado, A entra- 
da de aminoâcidDS na parte superior do intestino (duodeno) 
libera o hormônio colecistoquinina. que estimula a secreção de 
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Figura 10^2 - Catabolismo tios grupe» amimo a) ftíSumc do catabolismo des gri**» amí» no í*gado óca vertebrados ísom- 
txeoòo» (b) Formas de excreção do nitrogénio O excesso de Nl-t e excretado corno aninj {rmcróbios. peixes ósseos), como uréia 
(a rnaona dos vertebrados tenesffés) ou ãddo ühío í passar os e répteis terrestres) Note Que os atamos de carbono e nitrogênio da 
uréia e do ôcido urico estão em esiáoo de oxidação ano. O organismo excreta carbono somente após ter extraído dele a maior parte 
da energia de oxidação disponível. 


várias enzimas pancreáticas que exibem atividade ótima em va- 
lores de pH entre 7$ e 8.ET TripsirKigêrtio. químatriprinogêmo 
c pfücarboxipcptidaie^ A e B T os rirmtgéniosda tripsina.quimo- 
iripsina e carboxtpcpiidases A e B, sá u smietizadíos e secreta dos 
pelas células exúcrinas do pâncreas i f-ig. lB-3b). O tripsinoge- 
nio é transformado em sua forma ativa, a tripsina, pelâ entero- 
peptidase. uma enzima proteohhci Mrcretada peias cétulas in- 
testinais. A iripsina catalisa, então, a conversão de mais tripsí- 
nogfrnio em iripsina (veja Fig. 8-31 ). A iripsina também ativa o 
qúimotrip$inogjênio, as procarboxipctidases t a pnwUstaie. 

À síntese dessas enzimas digestivas como precursores inati- 
vos protege as células exúcrinas de ataques proteolíticos destru- 
tivos. O pâncreas, ainda, protege a si mesmo contra a autodiges- 
tão de outra íomia — ele sintetiza um inibidor especifico, uma 
proteína chamada inibidor pancrcâlico da tripsina ípág, 220), 
que previne efkieniemente a produção prematura das enzimas 
ptoceobtkas ativas no interior das células pancreatkas. 


Awim n a tripsina c a quiutotrípsina hidrolísam em peptideos 
menores os peplidem resultantes da açáo da pepsina no estô- 
mago. Esse estagio da digesilo protesca é realizado muito efickn- 
temente, porque as cn/imas pepsina, tripsina e qiiimotripsini 
possuem diferentes esperifiddades de aminoiridos para sua ação 
proteoíltica. A tripsiru hiJ rolisa as ligações peptidicas cujos gru- 
pos carbonib são fomecidiss por residuos de lisina ou argtmna; 
a quimotrípsina hidroli&a ligações peptídicas cujos grupos car- 
bonila são fornecidos por resíduos de íenUaknma, lirosina oú 
triplofano (veja Tabela 5-7). 

A degradação dos pequenos peptldeos é realizada por ou- 
tras peptidases no intestino delgado. Entre essas peptidases es- 
tão as carboxipeptidascs Aí B, en rimas que contêm zinco e re- 
mtivtm sucessivos resíduos carboxlterminats dos pept ideas. O 
intestino ddgado também secreta uma aminopeptidase. que 
pode hadralisar sucessivos resíduos jmmotermmais de peque- 
nos peptldeos. Peia açla sequencial dessas enzimas proteoliti- 
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figura ti-J - Uma porção do trato digestivo humano (trato gmttinleftinalí ay As glândulas gasinças no teodo d# revesti- 
mento inletoo do estômago As células panela* e as cHüiai pnnopas seoelam seus produtos em resposta ao hormôrao gasthna 
A pepsma mioa O pnxesso oe hidrólise das propinas no «tárnago b As cédulas enüainas do pâncreas O citoplasma delas è 
ooíTiplelamenie preencNdo com o retículo endoplasmatKO rugoso Nele. os rtwssomcB ântetezam as cadeias pofcpepddhcas dos 
zmogènriR de mutas enzvnás dgesUvas Os zimogènc-s sâo concentrados em vesículas que se condensam formando, per fim. os 
grânulos madufos de zimogéno. Quando a célula ê esTimjada. a membrana ptasmáüca fundeie com a membrana ao redor dos 
grâruÀH de cmogfn© e estes são lançados ra lua dos duetos CO*etores por exoedose Os duetos coletores ttm como destro finrf 
o dudo pahoeétKó e. depois, o intestino delgado <cl As viloudades do rtestro delgado Os afTKnoâc dcis são absorvidos atives 
da camada de OÉM» eprteias {mucosa interorvaU e entram nos e**lrfes. Lembre-se de que, em v^uda i absorção pela mucosa do 
mtestrq delgado, os produtos aa bdrúèie dos jp-dos entram no vsiema :infat to (veja fg t 7-H 


ca* e peptuli.se*. a* proteínas ingeridas sâo hidruiisadas até uma 
mistura de ammoácido* livres, que podem então ser transpor- 
tado* por meio das titulas epiteliais que T por sua vez, recobrem 
interna mente o intestino delgado (Fig. 18-3c). Os aminoácidos 
livres entram nos capitares sanguíneos das vilosidades e são 
transportados até o fígado, 

Nos seres humanos, a maioria das proteínas globulares de 
origem animal ê quase completamente hidrolisada em aminoád- 
dos» mas algumas proteínas fibrosas, como a queratina, são ape- 
nas parcial meu te digeridas. Muitas proteínas de alimentos vege- 
tais, como os grãos de cereais, são incompletamente digeridas, 
porque a parte protéica dos grãos das sementes é revestida por 
envoltórios celulósicos Inatacáveis por nossas enzimas digestivas. 

A pancreatite aguda é uma patologia provocada pela obs- 
trução da via normal pela qual as secreções do pâncreas alíngem 
□ intestino. Os zimoglnios são prematuramente ativados em suas 
formas catalíticas ativa* no rnrerrâr das células do órgão e pro- 


movem a destruição do tecido pancreálko. Isso provoca dor 
abdominal intensa e destruição parcial do órgão, o que pode ser 
mortal. 

O pirkfoxal fosfato participa da transferênda 
dos grupos a-amino para o a<etoglutarato 

Quando os [.-aminoácidos chegam ao fígado, o primeiro passo 
no seu catabolismo é a remoção dos grupos a-amino promovi- 
da por enzimas chamadas amiholransleruses ou transam ina- 
ses. Nessas reações de transammnçflo, 0 grupo a-aniinoé trans- 
ferido para o átomo de carbono uün ct-cetoglutarato, produ- 
zindo o respectivo a-cetúáddo análogo do aminoácido (Fig. 
18-4). Nessas reações, não ocorre uma dcsaminaçào liquida fi- 
nal (isso é, perda de grupos aminoh pois o a-cetoglutarato tor- 
na-se aminado a medida que o a-ammoárido é desaminado. O 
efeito das reações de transaminação l coletai os grupos amino 
de muitos aminoácidos diferentes na forma de apenas um, o L- 


m \ 



Figura 1B-4 - Transam inações catalisadas por enzimas Fm muitas 
reaçúes Gdh ammolransfe rases, o ü-cefoglularalci ê o receptor do grupo 
d mino. O pi ndcxal fosfato <PLP) é o co-fatüi de Iodas as arninotransferaWs 


glutamala O gluiamalo coiulu/ os grupos amino para x*? r utilU 
xadoi por vias biossimétitu ou, entào, para uma scqüéndã fi- 
pa| úc reações pdas quais sáu formados produtos nit roge nado* 
degradados que. a seguir, são excretados. 

Ay células contém váriju aminolraruíeraxes diferentes mui- 
tas especificas para o a-cetogluUrauv, como o receptor do gru- 
po amino. As ammotrjnsíeTJsc* diferem na sua cspecilit idade 
para o outro substrato, o L-amnwácidoç que cede o grupo ami- 
no, t recebem nomes j partir do aminoacido doador do grupo 
amino. As reações catalisadas peta* ammotrausterases são livre 
mcnic rerendveis tendo uma constante dc equilíbrio de aproxi- 
madamente I jQ (AG"" * Üfcl/md }. 

Todas as aminotransfetases possuem um grupo prostctico co- 
mum e um mecanismo dc reação também comum. O grupo pros- 
1 ti ico é ü piridoxal fosfato ( PLP), a forma dé cocn/ima da piridoxi- 
na ou vi lamina O piridoxaJ fosfato foi breve mente introduzido 

no Capítulo I 5 (pág, 424) como um oo-fator na reação da ftwfbrila- 



Fiqura 1B-S - PiHdoxal fosfato, o grupo prostético dasaminotransferases í.a; O pihrioxal Fosfato (FU 1 ) e a sua Forma amirtada. a pindoxamina fosfato, 
sâo as coenzímas firmemente ligadas nas arnjflütramfBrases. Os grupos funcionais envolvidos em sua ação estão sombreados em vermelho (b) 0 pindoxgJ 
fosfato està ligado ü enzima por interações nãcKOváentes minto fortes e pela formação de uma base <Je khtff, envolvendo um resíduo de lisna no sitio 
ativo. ÍO PtP (vermelho) está mostrado ligado a um dos dois sítios ativos da aspartato aminotranrierase, uma enzima diménea e uma ammoiransferasé 
lipita 'dí Uma wsáo prúuma ao sft>o ativo, com o PLP (em vermelho e com o fOdoro em amarefcjF, fazendo uma Ftgáçáo aidirr rra com a cadea taierai da 
Sana”* 1 purpura r <e> Outra vsâo prOuma ao sito atw. com o PIP ligado ao arialogo de subvrrato 2-metilasfwrtato (ver dei por meo de ina base de Sçhrff 
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sí do glicogénio, entretanto sua participação, nessa reação, não é 
repncsen tsrivs da sua fuAv* 0 normal de íXrênzirna. Suas funvòvs um 
tiptcas ocorrem no metabolismo de moléculas com grupos amino. 

0 piridoxal fosfato funciona como um transportador intcr- 
mrdia/iu de grupos amino no sitio ativo das aminotraniferases. 
Ek sofre transformações reversíveis entre a sus forma aldeído, 
piridü&aJ fosfato, que pode aceitar um grupo amino, c a sua for- 
ma a mina da. piridonamma fosfato, que pode doar o seu grupo 
amíno para um o-ceioácido (Fig, Jft*5a). G píriduxal fosfato 
geralmente está covtilen temente Ligado ao sitio ativo da enzima, 
por meio de uma Üpção imina (baae de Schiff) ao grupo c-ami- 
no de um resíduo de lisína (Fig. Í8-5b, d). 

O piridoxal está envolvido em uma grande variedade de 
reações nos carbono* a, p e 7 (C-2 a C-4) dos aminoãcidos. As 
reações na carbono a (Fig. 18-6) inclui, além das tranvamina- 
çòes, racemizações ( interconversõe* entre as formas P c l dos 
iminoiçidos) e descaí bojúlações. Em cada uma dessas reações. 


o piridoxal fosfato desempenha sempre o mesmo papel quími- 
co. Uma das ligações ao carbono a é rompida, removendo* se 
um prõion ou um grupo carboxila e deixando para trás um 
par de elétrons livres no carbono ct (um carbâmoti), E»e in* 
termediirio é muito instável. O piridoxal fosfato fornece uma 
estrutura alta mente conjugada ( absorvedora de elétrons], que 
permite a deslocai ilxçlo da carga negativa e a estabilização do 
carbdnion. 

As aminotransferases (Fig. 18- Sc, d. e} são exemplos clássi- 
cos dê enzimas que catalisam reações bimolecubres do tipo pin- 
gue-pongue (veja Fig. 8 “ 13b). Em tais reações, 0 primeiro subs- 
trato precisa deixar o sítio ativo antes que o segundo substrato 
possa se ligar. Assim, o aminoãcido que chega ao sítio ativo liga- 
se a de. doa o seu grupo amino ao piridoxal fosfato ç sai na 
forma de um a-cetoáctdo. A seguir o a-cetoáddo que entra ê 
ligado, aceita o agrupamento amino da piridoxamina fosfato e 
sai na forma de aminoáddo. 
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Figura 18*6 - Algumas das traniformaçõ» no carbono a dos aminoáddo* facilitadas pelo pi rido* a I fosfato D piíidoxal 
fosfato está ligado á enzima por meio de uma base de Schiff (veja Fig. TS-Sb, d). As reações começam com a formação de uma nova 
base de Schiff (alcJimina) entre 0 grupo a-ammo do aminoãcido e 0 PLP. a qual substitui a ligação enzima- PLP 0 aminoáddo pode 
então seguir írés destinos alternativos, todos eles envolvendo a formação de um ca rbânion y) transam inação, ® racennizaçáo ou 
(D descafboítilaçao. A base de Schiff. formada entre 0 PLP e o aminoáddo, é uma conjugação tom o anel da piridina. que age como 
um escoadouro d# elétrons, permitindo a deslocai izaçáo da carga negativa do carbánion (como mostrado entre colchetes). Um 
intermediário qtánonúidé está envolvido em todas as mações A via de transarrunação e espectalmente importante nas vias desents 
neste oapttuio A m de Eránsâmnação destacada (mostrada da esquerda para a érertat repiesema apenas pane dá reação cataírsa- 
da pelas aminotrarsferases Para íomptetár o processo, o segundo substrato, o a-cetoáodo sutairtui aquele que è i*eraòo e è 
convertido em cm a m moaodo ern ima reversão da feáÇão icfc re :ta para a esquerda). O pjndoui fosfato também esta envotado em 
certas reações nos carbonos 0 e y de alguns arreno-ánta (não estão mostrados) 
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A determinai;;!» das concentrações da alanina aminotrans- 
ferase e da aspartato aminotramferase no soro sangUfnen é um 
procedimento diagnóstico muito importante em Medicina 
(Adendo 18-0* 

0 g luta mato libera amónia no fígado 

Já vtmo* que, no fígado. os grupos mnino sào removidkts de vá- 
rios a-aminoácidos por tran&iminação com o a-ccioglutarato 
para formar l.-glutamato. Como esses grupos amíno sáa remo- 
vidos do gluumalo para prepará-los para a excreção? 

Nos hep atíiíitos, o ghilurato e transportado do citosol para 
o interior das itülixófidrias, onde sofre desammação oxidativa 
catalisada pela l -glulamato desidrogenase (M, 330.000). Essa 
enzima, que está presente apenas na matriz mitocondnzJ. re- 
quer NÁD‘ ou NADP* como o receptor dos equivalentes redu- 
tores í Fig. I8-7T A açào combinada das aminotransferâses e da 
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Figura 1 8-7 - A reação catalisada pela g lutam a to d«ldrogen«* A 

glutã mato dwnlrogerw* do fígado tk mamffeFos tem a capacidade in- 
comum de poder empregar lanto o NÃO’ como o NADP como co- Fator 
A gkitamato devdroqenase dos vegetas e dos microrganismos são. em 
geraf. «petUica* para um ou para outro A enzima dos mamíferos t 
regulada al 04 ter<jmenle por ADP ou GTP 


glutã ma to desídrogenase é referida como uma transdesamina- 
çâa Alguns poucos aminoácidos cuntornam a via de transdesa- 
minação e sofrem desam inação oxida t iva direta. O destino dos 
NH+t produzidos por qualquer desses processos* será discutido 
em detalhes mais adiante neste capitulo. O a-cetoglutarato, for- 
mado por desaminaçào do glutamato, pode ser empregado no 
ddo do ácido d tricô e para a síntese dé glicose. 

A glutamafo desidrogenase opera em uma importante in- 
terseção dos metabolismos do carbono e do nitrogênio. A molé- 
cula dessa enzima consiste em seis subumdades idênticas e sua 
atividade é fortementt influenciada por um conjunto complexo 
de efetores alostéricos. Destes, os mais bem estudados são o 
modulador positivo ADP c o GTP. um modulador negativo ( Fig. 
18-7), A razão metabólica para esse tipo de regulação não foi, 
ainda, elucidada em seus detalhes. Mutações que alteram o sitio 
iloitérico de ligação do GTP provocam uma doença genética 
humana conhecida como smdromc da htperinsulinemia-hipe- 
ramonèmia, caracterizada por nitris elevados de amónia no san- 
gue associados à hipuglicemia. 

A glutamina transporta a amónia 
na corrente sanguínea 

A amónia è muito tóxica para os tecidos animais (depois, exa- 
minaremos algumas possíveis razóes para essa toxicidade). Em 
muitos animais, a amónia, em excesso, é convertida em um com- 
posto não-tóxico antes de ser exportada, através do sangue, dos 
tecidos extra- hepáticos para o fígado ou para os rins. O gluta- 
mato, que é tão crítico para o metabolismo intracelular dos gru- 
pos amino, nessa função de transporte é superado pela L-gluta- 
mina. Em muitos tecidos, incluindo o cérebro, a amónia é gera- 
da por processos como a degradação de oudeotídeos, A amónia 
livre é combinada enzimatka mente com o glutamato para libe- 
rar glutamina por meio dá ação da glutamina rintetase. Essa 
reação requer ÀTF e ocorre em dois passos. No primeiro passo, 
o glutamato e o ATP reagem para formai ADP e um intermediá- 
rio, que e o y- glutã mil fosfato; este reage com a amónia para 
produzir glutamina e fosfato inorgãitko. A glutamina é uma for- 
ma não-tóxica de transporte da amónia; normalmente. da értá 


Adendo 18-1 Ensaios para o diagnóstico de lesões de tecidos 


A análise de diferentes atividades enzimiúcis no 
soro sanguíneo oferece informações valiosas para o 
diagnostico de uma série de condições mórbidas. 

A alanzrta aminotransferase ( Al X; também chama - 
da glulamato-piruvalo iraitsamina*c,GPT ) t a aspar 
lato aminotransferase (AST; também chamada glu- 
iamato-oxaloacetalo transam inasc, G0T) são impor- 
1 antes no diagnóstico dr lesões hepáticas e cardíacas 
provocadas por ínfarto do miocárdio, drogas tóxicas 
ou infecções. Após o infarto do míocárdío, várias en- 
zimas, incluindo essas aminotransferucq vazam das 
células lesadas e passam para a Corrente sangüínea. A 
determinação da concentração no soro sangülneo de 
duas aminotransfmses peloi lestes de 5GPT e SGOT 
(S simboliza som) e de uma outra enzima cardíaca, a 
creatina quina*? (o teste SOÍ). pode fornecer infor- 
mações a respeito da severidade e do estágio da lesão 
no coração. Após um ataque cardíaco, a creatina qui- 


nasc é a primeira enzima a aparecer no sangue e, tam- 
bém, a desaparecer rapidamente A GOT é a próxima 
enzima a aparecer e, pouco depois, aparece a GTP. A 
lactato désidrogenave também escapa do musctib 
cardíaco injuriado ou anamóbico. 

As dderminaç&es dc SGOT t SGTP sào lambem 
importantes na medicina industrial para determi- 
nar se as pessoas expostas ao iflradorem de carbo- 
no, ao dorofórmio ou a oulros solventes emprega 
dos nas indústrias químicas, de limpeza a seco e 
outras, apresentam lesto hepática. Esses solventes 
provocam a degeneração hepática, com extravasa- 
mento na corrente sangüínea de várias enzimas das 
células hepáticas lesadas. As transam In ases, muito 
ativas no fígado c cuja atividade pode ser detectada 
em quantidades muito pequenas, são muito úteis 
na monitorização do soro sanguíneo de pessoas ex- 
postas a riscos nessas industrias químicas. 
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presente no sangue humano em concentrarão muito maior que 
aquelas dos demais amLnoácidos. Em adição ao seu papel no 
transporte do grupo amino, a glutamina serve como uma fonte 
desses grupos em uma variedade muito grande de processos bios- 
sintéticos. A glutamina sintetase é encontrada em todos orga- 
nismos, sempre desempenhando um papel metabólico central, 
Nos microrganismos, a enzima serve como um portal essencial 
para a entrada do nitrogênio fixado por sistemas biológicos. {Os 
papéis da glutamina e da glutamina sintctase, no metabolismo, 
serão discutidos no Capítulo 22.) 

Nos tecidos da maioria dos animais terrestres, a giutamina, 
excedendo à quantidade necessária para as reações biossintéti- 
cas, é transportada pelo sangue para o fígado e para o rim, para 
processamento. O nitrogênio do grupo amida é liberado como 
amónia apenas nas mitocòndrias do fígado e do rim, onde a en- 
zima glutaminase converte a glutamina em glutamato e NH 4 . 
No fígado, essa reação fornece outra Fonte de amónia para ser 
eliminada por meio da produção de uréia, ü glutamato é traba- 
lhado pela glutamato desidrogenase, liberando mais amónia e 
produzindo esqueletos carbónicos, que serão utilizados como 
combustível metabólico. 

Em condições normais, os rins extraem pouca glutamina 
do sangue, mas, quando o organismo está em addose metabóli- 
ca, eles aumentam essa quantidade. O NHJ , produzido nos rins 
pela ação da glutaminase e da glutamato desidrogenase, não é 
passado para a corrente sanguínea ou transformado em uréia, 
mas excretado diretamente na urina. No rim, o NHJ forma sais 
com os ácidos metabólicos e, assim, favorece sua remoção por 
meio da urina, A descarboxilação do a-cetoglutarato, no ciclo 
do ácido cítrico, fornece o bicarbonato que pode servir como 
tamplo no plasma sangüíneo. Juntos, esses efeitos do metabo- 
lismo da glutamina no rim tendem a corrigir a addose. 


A alanina transporta amónia 
dos músculos para o fígado 

A alanina também desempenha um papel especial no transporte 
para 0 fígado dos grupos amino em unia forma não-tóxica, por 
meio do ciclq da glrcase-alanma {Fig. 18-8). No músculo e em 
certos tecidos que degradam os aminoácidos para empregá-los 
como combustível, os grupos amino são coletados por transa- 
m inação na forma de glutamato (veja Fig. 18-2). O glutamato 
pode, então, ser convertido em glutamina para ser transportado 
até o fígado ou transferir o seu grupo a- amino para 0 piruvato, 
um produto da glicólise muscular facilmente disponível, pela 
ação da alanina aminotransferase (Fig. 18-8). A alanina forma- 
da passa para o sangue e viaja até o fígado. No ritosol dos hepa- 
tócitos, a alanina aminotransferase transfere o grupo amino da 
alanina para o a-cetoglutarato, formando piruvato e glutamato. 
Este pode entrar na mitocôndria onde a reação da glutamato 
desidrogenase libera o NH* + (Fig. 18-7) ou pode sofrer transa- 
minação com 0 oxaloacetato para formar aspartato, outro doa- 
dor de nitrogênio para a síntese de uréia. 



Lactato Glicose 

no sangue no sangue 



empregado na síntese da glicose 
durante a recuperação. 


Figura 1S-8 - O ciclo glkow-alanina A alanina funçuana como um 
transportador da amónia e do esqueleto carbónico do piruvato desde o 
músculo até □ figa dg. A amónia é excretada, e 0 piruvato é empregado 
oa produção de glicose, a quál pode retornar ao músculo. 
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O emprego da alanina para transportar amónia dos múscu- 
los esqueléticos para o fígado é outro exemplo da economia in- 
trínseca dos organismos vivos, Q$ músculos esqueléticos em con- 
tração vigorosa operam em anaerobiose* produzindo não ape- 
nas amónia da quebra de proteínas, mas também grandes 
quantidades de píruvdto e Lactato da glicólise, Esses produtos 
precisam encontrar um caminho para o fígado — a amónia, para 
ser convertida em uréia que será excretada; e o piruvato, para ser 
reformado em moléculas de glicose e, nessa forma, retornar até 
os músculos. O ciclo glicose -alanina, em conjunto com o ciclo 
deCori (veja Adendo 15-1 c Fig- 23-6), cumpre essa tarefa. Des- 
sa maneira, a carga energética da gliconeogéncse é imposta so- 
bre o fígado e nio sobre o músculo, de tal forma que todo o ATP 
disponível no músculo pode ser destinado 4 contração muscular 

A amónia é tóxica para cs animais 

A produção ca tabólica da amónia coloca um serio problema bio- 
químico. porque da é muito lóxka* As bases moleculares dessa 
toxicidade náo são inteira mente compreendidas. Nas pessoas, 
os estágios terminais da intoxicação por amónia são caracteri- 
zados pelo estabeleci mento de um estado comatoso e de outros 
efeitos sobre o cérebro, de tal forma que muitas pesquisas e es- 
peculações sobre d lema tétti sido centradas no tecido cerebral 
As especulações são baseadas, principal mente, em uma deple- 
ção potencial do ATP em células cerebrais. 

Livrar o citosol da excesso de amónia requer a arninaçáo 
rediitrva do a-cetoglutarato em glutamato pela glutamato desi- 
drogenase Ca reversão da reação descrita antenormentr, veja Fig. 
18-7) e a conversão do glutamato em glutamim peb ação da 
ghitamma sintetasc. Ambas as enzimas estão presentes em grande 
concentração fto cérebro, embora a reação catalisada pela gluta- 
mina rintetase seja a mais importante via para remoção da amó- 
nia. Uma mudança no equilíbrio da reação da glutamato desi- 
drogenase em direção a produção de glutamato pode limitar a 
disponibilidade do a-cetoglutarato para o ddo do áodo cítrico 
e T assim, a reação da glutarr.ma sintetase reduzirá m níveis de 
ATP. Acima de tusjo, concentrações lóucas dc NHi podem in- 
terfera com os altos níveis de produção de ATP necessários para 
a manutenção das (unções cerebrais, 

A retsrada do glutamato, por meio da reação da gluumina 
sintetase. pode ter efeitos adicionais sobre o cérebro. O ghila- 
mato e seu derivado, o y-amíoohtiliralo (GAHA; veja Fig. 22- 
27), são neurolTansmissorcs importantes; a serisibilidiade do cé- 
rebro a amónia pode refletir uma diminuição desses neurotrans- 
missoves, bem como variações no metabolismo cdular do ATP. 

Pará conduir esta discussão sobre o metabolismo do grupo ami- 
no, note que descrevemos vários processos que depositam o ex- 
cesso de amónia na mitocóndria dos hcpalócilos (Fig. 18-2). 
Vamos agora estudar o destino dessa amónia. 

A Excreção do Nitrogênio 
e o Ciclo da Uréia 

Quando não são empregados para a síntese de novos aminoáci- 
dos ou de outros compostos nit roge nados, os grupos amino são 
destinados à formação de um único produto final, a uréia (Fig. 
18-9). As espédes aquáticas, na irmioria, como a dos peixes ós- 
seos, excretam o nitrogénio do grupa amino como amónia e, 
por isso, são chamados de animais amoniotélicos; os animais 
terrestres, na maioria, excretam a nitrogénio do grupo amino 
na forma de uréia e são, assim, ureotélicos; os pássaros e os rép- 
teis excretam o nitrogênio amino como ácido úrico e sáo cha- 


mados uricotélicos. (A via de síntese do ácido úrien está descrita 
na Fig. 22-43.) Os vegetais reciclam pratícamente todos os seus 
grupos amino, e a excreção de nitrogénio ocorre apenas em cir- 
cunstâncias muito incomuns. 

Nos organismos ureotélicos, a amónia é convertida cm uréia, 
nas mitocóndrias dos bepaiódtos, por meio do eido da uréia. 
Essa via foi descoberta, em 1932, por Hans Krcbs (que depois 
também descobriria o ciclo do ácido cítrico) e por um pesquisa- 
dor associado, Kurt Henseieit, que. na época, ainda era estudan- 
te de medicina. A produção de uréia ocorre quase esdusi vjmcmc 
no fígado c representa o destino da maior parte da amónia can-r 
Itzada para esse órgão. Dos hepatõeitos, a uréia passa para o san- 
gue, que a transporta até os rins, onde é excretada na urina* Es- 
tudaremos, agora, a produção da uréia, 

A uréia é produzida da amónia 
em cinco passos enzi rná ticos 

O ddo da uréia começa no interior da mitocóndria do fígado, 
mas três dos passos subsequentes ocorrem no citosol; assim, o 
ddo abrange dois compartimentos celulares ( Fig. 18-9). O pri- 
meiro grupo amino que entra no ddo é derivado da amónia, 
originada na matriz mitocondrtal por processos descritos ante- 
rior mente. O fígado também recebe alguma amónia que chega 
através da veia porta e é produzida por oxidação de imirvoáci- 
dos pela flora baclcriana intestinal. Qualquer que seja suã ori- 
gem, a amónia, presente no interior da matriz das mitocóndrias 
hepáticas, é, imediatamente, reunida com o C0 2 (na forma de 
bicarbonato, HCCK) produzido pelo ddo de Krrbs para formar 
o carbamíl fosfato (Fig. 18-10, veja também Fig. 18-9). Essa re- 
ação é dependente de ATP e catalisada pela ca rba m il fosfato viu 
tetas* 1, uma enzima regulatória (veja adiante). A forma milo- 
condrval dessa enzima e diferente da fbrma citosólica til), que 
tem função separada na biossíntese da pirimklina (Capitulo 22), 

O carbamü fosfato pode ser visto como um doador ativado 
do grupo carhamil e, agora, entra na eido dl unha. Esse ciclo 
tem quatro passas enzimâticas. No primeiro, a omilina recebe 
o grupo carhamil do carbamil fosfato e forma a citruUru. com a 
liberação de P c (Fig* 18-9. passo (T)). A omitrna dcsempefih* 
um papel semelhante àquele do oxaloacetato no ciclo du áodo 
cítrico, recebendo material a cada volta dn ciclo* Essa reação é 
caialisada pda omiti na transcarbamilave. c a citrulina resul- 
tante passa para o citosoL 

Um segundo grupo amino, originado do aspar ta lo (gerado 
na mitocóndria por transam inação e transportado para 0 cito- 
sol), é adicionado á citrulma por uma reação de condensação 
entre o grupo amino do asparia lo e o grupa urefdo (cafbomil) 
da dtrulina, fnrmando o argininossucvmalu (passo Q)). Essa 
reação ocorre no rilosol, catalisada pela argininossuccinain sín- 
lase, consome ATP e processa -se por meio de um intermediário 
citrulil-AMP. O arginínússuccinalo é rompido por uma argini- 
uossuccínato li ase (passo (3)), liberando arginina e fu ma rato, 
este último enlra no conjunto mitocóndria I de intermediários 
do ciclo do ácido cítrico. No último passo do ddo da uréia (passo 

a enzima dtosólica arginase hidrolisa a argininn em omiti- 
ria e uréia, A ornitina é transportada para o interior dn mito- 
cóndria para iniciar uma nova volta do ciclo da uréia. 

Guno estudamos no Capítulo 15, as enzimas de muitas vias 
metabólicas são agrupadas (pág, 418), e o produto de uma reação 
L-nzim ática é passado diretamente para o sítio ativo da enzima se- 
guinte da via. No ciclo da uréia, as enzimas citosólicas e mitoenn- 
driais parecem estar agrupadas dessa maneira. A uitmlimi, trans- 
portada para o dtosol, náo é diluída na solução geral de metabóli- 
tos ati existentes, mas passa direta mente para o sítio ativo da 
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Figura 18-9 - O tido da uréia e as reações que nele íntroduiem os grupos amino Note que ai enzimas que catalisam estas reações {citadas no 
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Figura 18-10 - A reação catalisada pela carbamii fosfato sintetaw 1 

Üs grupos terminais de duas moléculas de ATP são empregados pare 
formar uma molécula de carbamii fosfato. Em outras palavras, essa rea- 
ção tem dois passos de ativação. 


argininossuednato sintetase, Esse direcionamento entre ermmas 
continua para o argíninossuccinato, a arginina e a ornitina. Ape- 
nas a uréia é liberada no conjunto gerai de metabólitos ritosólicos. 

O rido do éddo cítrico e o 
cicio da uréia podem ser unidos 

O frimarato, produzido na reação da argjnínossucdnato liase, é 
também um intermediário do ciclo do ácido cítrico, assim* em 
princípio* os eidos são interconectados em um processo dito 
^biciclo ou bícídeta de Knebs” (Fig. 18-1 1 )„ Entretanto* cada ci- 
clo pode funcionar de forma independente, e a comunicação 
entre eles depende do transporte de intermediários-chave entre 
o interior da mitocôndria e o citosol. Várias enzimas do delo do 
ácido cítrico, incluindo a fumarase (fumarato hidratase) e a 
mal ato desidrogenase (pág. 450), também ocorrem como isod- 
mas no citosol. O fumarato^ gerado na síntese dtosólica da argí- 
nina, pode ser convertido em malato; e este, em oxaloacetato no 
citosol: esses intermediários podem sofrer metabolização no pró- 
prio citosol ou ser transportados para o interior da mitocôndria 
para uso no ciclo do ácido cítrico, 

O aspar tato, formado na mitocôndria por tramaminaçáo en- 
tre o oxaloacetato e o glutamalo, pode ser transportado para o cito- 
sol; onde serve como doador de nitrogénio na reação do ciclo da 
uréia catalisado pela arginínossuednato sintetase. Essas reações fa- 
zem o desvio íLçpartato-nrgininossucdnato, provêm as ligações me- 
tabólicas entre as vias separadas por meio das quais os grupos ami- 
no e os esqueletos carbônicos dos aminoácidos são processados. 
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Figura tS-11 - Intercowxõ#* tnlre o cicio dia uréia e o eido do Acido dtríco As *as que se iniertoneoam no alto da hgura 
são chamadas de “bodeta de frites ' Quando o ddo dó áüdo enrico è «nduíÒG. também «■ emprega o nome 'tnodo de &ret»' 
O ddo que une os txta da irt*a e do Aoáo cftrico é chamado de "dRw»«p>Ko Essas vas unem eíetiva- 

men» os destros dos grupos arr»no e dos erou eletos carbõncos dos amnoâQdos As rtercooexPes são ainda m#s elaboradas que 
o sugerdo pelas setas. Pot exemplo, algumas enzimas do odo do aedo dtríco, tomo a matas devdrogenase e a fuamase, tém 
rsoenjimas otosóteas e míiocondri*s O furam^to produndo no titosd — peio ort> da iréi* bosirtrse de pumas ou outros 
processos — pode ser convertido em matao e oxaíodcetato u (osobtas. estes podem ser utibzãdos no pfòprc otosoi O oxatoateía 
to é ú precursor da gHcrae £w ii #ig 20-51 ê de alguns anunoâcidas ívets Rg 22-9) De forma alta rvwva, o malato e o oxabaceiatú 
cilosülicos podem ser transportados para a mjtoçòndria e utilizados no cicio do áodo çrtr«:o O Transporte do malato para a mito* 
eúndria è bem conhecido e e parte da lançadeira malalo-aqwrialo descrita na figura 19-26 


A atividade do ddo da uréia 
é regulada em dois níveis 

O fluxo do nitrogénio por meio do delo cia uréia varia tom a 
composição dos nutrientes presentes na alimentação, Quando a 
dieta é principalmente proteica, o uso dos esqueletos carbóni- 
cos dm ammoáddos como combustível resulta na produção de 
muita uréia a partir dos grupos amtno excedentes. Feia mesma 
razia, durame a desnutrição severa, quando a çuefcra de pralei- 
nas musculares fornece a maior parle do combustfvd metabóli- 
co, a produção de uréia também aumenta substancãlmente. 

A longo prazo, essas variações na demanda de atividade do 
ddo da uréia são enfrentadas pela regulação das velocidades de 
síntese das quatro enzimas do ciclo da uréia e da ca rbamil fosfa- 
to nnletase I no fígado. Todas as cinco enzimas são sintetizadas 
em velocidade maior, quer em anima is submetidos à desnutri- 
ção, quer em animais submetidos a dietas de conteúdo proiéko 
muito alto, quando comparamos estes a animais bem alimenta- 
dos r com dietas contendo principal mente gorduras c carboi- 
dratos, Os animais colocados em dietas deslituídas de proteínas 
produzem níveis ainda menores das enzimas do ddo da uréia. 

Em uma escala de tempo menor, o ajuste do fluxo por meio 
do eido da uréia envolve a regulação alostérka de. pelo menos, 
uma enzima, A primeira enzima na via, a carbamil fosfato sinte- 
tasc í, é ativada alostericamente por N-acetilglutamato, que é 
sintetizado de acetil-CoA eglutamato (Fig, 13-12} pela JV-ace- 
tUglutamato sintase; nos microrganismos e nos vegetais, essa 
enzima catalisa o primeiro passo da síntese "de novo” da arginina 
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a partir de glutã mato (veja Fig. 22-10). Os mamíferos, entretan- 
to! apesar de possuírem no figado a jV-acetilglutamato sintase, 
não possuem as demais enzimas necessárias para a conversão do 
glutamato em arginina. Assim, é enigmático o emprego pelos 
mamíferos do N-acetilglutamato para ativar um passo do eido 
da uréia. 

Inteitonexões entre as vias reduzem 
o custo energético da síntese da uréia 

Se considerada de Forma isolada, a síntese de uma molécula de 
uréia pelo ciclo da uréia gasta a energia correspondente a quatro 
ligações fosfato de alta energia do ATP, Duas moléculas de ATP 
são necessárias para fazer um carbamil fosfato, e um ATP é ne- 
cessário para sintetizar o argininossuccinato, Na última reação, 
entretanto, o ATP sofre uma clivagem com liberação de AMP e 
piro fosfato, o qual pode ser hidrolisatlo para liberar dois Pi. A 
equação global do ciclo da uréia è 
wh; + hco; + 3ótp*- + h 2 o — + 

ureia + 2ADP Í " + 4P( !_ + AMP 3- + 5W 

Entretanto, o ciclo da uréia também faz a conversão liquida do 
oxaloacetato em fuma rato (vía asparíato), e a regeneração do 
oxaloacetato (Fig. 18-11) produz NADH na reação catalisada pela 
malato desidrogenase. Cada molécula do NADH pode gerar até 
2,5 ATPs durante a respiração mitocondrial (Capítulo 19), redu- 
zindo muito o custo energético global da síntese de uréia, 

Defeitos genétkos no cicio da uréia 
podem ameaçar a vida de seus portadores 

Pessoas com defeitos genéticos em qualquer das enzimas envol- 
vidas na formação de uréia podem ser intolerantes a dietas ricas 
em proteínas. Os aminoácidos ingeridos em excesso, diante do 
mínimo diário necessário para a biossíntese de proteínas, são 
desa mina dos no fígado, e a amónia livre resultante não poderá 
ser, nessas pessoas, convertida em uréia e esta transferida para o 
sangue, isso resulta em acúmulo da amónia que, como já vimos, 
é altamente tóxica. Entretanto, os seres humanos não podem 
viver por longos períodos submetidos a uma dieta livre de pro- 
teínas. Somos incapazes de sintetizar metade dos 20 aminoáci- 
dos- padrão e os dez. aminoácidos essenciais (Tabela IS-] ) pre- 
cisam ser fornecidos peia alimentação. 


Tabela 18-1 - Aminoácidos essenciais e não-essendais para o ho- 
mem e para o rato albino 


Não-essenciais 

Essenciais 

Alanlna 

Arginina* 

Asparagina 

Histidina 

Aspartato 

Isoieucina 

Cisteína 

Leucina 

Glutamato 

Usina 

Glutamina 

ivíetionina 

Glicina 

Fenilalanina 

Prolina 

Treonina 

Sen na 

Triptôfano 

Tlrraina 

Vali na 


‘Essencial para indivíduos jovens e em crescimento, mas não para adustos. 


Várias terapias são empregadas no tratamento de pessoas 
com defeitos genéticos do ciclo da uréia. A criteriosa adminis- 
tração alimentar dos ácidos aromáticos, benzoato e fenilacetato, 
podem ajudar a baixar os níveis de amónia no sangue (Fíg. 18- 
13). O benzoato é convertido em benzoil-CoA, que se combina 
com a glicina para formar hipurato. À glicina, empregada nesse 
processo, precisa ser regenerada e, assim, a amónia é consumida 
na reação da glicina síntase (Capítulo 22). O fenilacetato com- 



Figura 18-13 - Tratamento para deficiências de enzimas do eido 
dia uréia. Os ácidos benzúico e fenilacético têm caráter químico aromá- 
tico e, quando administrados na dieta, combinam com a glicina e a glu- 
tã mina, respectivamente; os produtos dessa combinação sâo excretados 
na urina. A síntese subsequente de glicina e glutamma para repor d con- 
junto desses intermediários remove a amónia da corrente sangüinea. 

bina com a glutainina para formar fenilacetüglulamína, favore- 
cendo a síntese aumentada da glutamina pela glutamina sinte- 
tase (veja Equação 22- i) e ajudando a remover a amónia. O hi- 
purato e a fenilacetilglutamina são ambos compostos atóxicos 
e excretados na urina. Embora as vias mostradas na Figura 18- 
13 façam apenas pequenas contribuições para o metabolismo 
normal, elas se tornam proeminentes quando os ácidos aro- 
máticos são ingeridos. 
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Outras terapias são mais específicas para a alteração de uma 
dada enzima. A deficiência da N-acetilglutamato sintas? resulta 
na ausência do ativado r normal da carbamil fosfato sintctasc lí Fig. 
18- 12). Essa condição pode ser tratada peb administração de car- 
bamíl glutamatu, um análogo do N-acetilgl utn mato que age na 
ativação dt carbamil fosfato sintetase I, Adicionar argmirw á ali- 
mentação è benéfico no tratamento da deficiência da omitina 
tran&carbamíljse, da afgjninossuccinalo sintefase e da arginírtos- 
succiruto lí ase. Mudos desses tratamentos precisam ser acompa- 
nhados por contmle alimentar estrito e suplementação de amino- 
icidos essendais. Nos raros casos em que a argmase é deficiente, a 
arginirti. o substrato dessa enzima, precisa ser exduida da dieu. 

íí v 00 

HjK-C— NH-C— H 

ÇH> 

CH* 

I ' 
coo 

i^rbamil gluumato 

O habitat determina a via de excreção do nitrogénio 

A síntese da uréia não é a única nem mesmo a mais comum das 
vias de excreção da amónia. A base para uma forma molecular 
particular pek qual ps grupos amino são excretados repousa na 
relação entre a anatomia e a fisiologia do organismo e seu habi- 
tat, Bactérias c protozoários de vida livre simplesmente liberam 
a amónia para o meio aquoso, no qual da é diluída, e, assim, 
tornada enúdoa. Nos peixes ósseos (animais amomotélkoa), o 
fígado é o sítio primário do catabolismo dos aminoácidos, D 
NHÍ produzido por transdesaminaçio è simplesmente liberado 
do fígado na corrente sanguínea para ser transportado até as guel ■ 
ms, das quais ele e carregado de forma rápida pela água que pas- 
sa através delas. Assim, os peixes ósseos não precisam de um 
sistema urinário complexo. 

Nos pássaros e répteis, a disponibilidade de agua para o pro- 
cesso de excreção é de consideração especial e importante. A ex- 
creção da uréia diluída na urina requer a excreção simultânea dc 
volumes de agua relativameme grandes; os pássaros seriam im- 
pedidos de voar pelo peso dessa massa extra de água, e os répteis 
que vivem em ambientes iridos não conseguiriam economizar 
água Esses ammáis convertem o nitrogénio do grupo amino 
em purinu e estas são catabolbadas em áddo urico, uma subs- 
tância fldativamente insolúvel que é excretada junto com as fe- 
zes como uma massa se mi -só lida de cristais de acido úrico (veja 
pag, 486), Pára obter a vantagem de excretar o nitrogénio do 
grupo amino nevsa forma, pássaros e répteis realizam um traba- 
lho metabólico considerável; a via que leva o nitrogênio dos ami 
noáridós alé as purmas e ao acido úrico é um processo comple- 
xo e consumidor dc energia (Capitulo 12). 

Vias de Degradação dos Aminoácídos 

O conjunto dás vias catabólicas dos aminoácídos nos humanos 
correspondem, normalmente, a apenas 1 0% a 1 5% da produção de 
energia corpórea; portanto, estas vias não têm uma atividade pró- 
xima daquela da glicólise e da oxidação dos ácidos graxos. O fluxo 
através dessas vias também varia de forma considerável, dependen- 
do do equilíbrio entre as necessidades para os processos hiossinté-' 
ticos e as quantidades disponíveis de um dado aminoárido. As 20 
vias catabólicas convergem para íormar apenas rinco produtos, to- 
das eles entram no ciclo do ácido cítrico ÍFíg. 18-141, Daí, o* car- 
bono 5 podem ser conduzidos para a gliconeogênesc ou para a ce- 
togènese, ou podem ser completamente oxidados até CO; e H»Ü, 


Apenas parte ou a totalidade dos esqueletos carbônicos de 
10 dos aminoácidos são. em última instância, quebrados para 
liberar acetil-CoA. Cinco ammõácidos são convertidos em a- 
cetoglutamto, quatro em sucrinil-CoA* dois em fumarato e dois 
em oxa lo acetato, As vias individuais para os 2ü aminoácidos 
serão sumariadas por meio de diagrama de fluxo, cada uma le- 
vando a um ponto específico de entrada no ciclo do acido dtri- 
co. Nesses diagramas, os álomm de carbono dos aminoácidos 
que eniram no eido do ácido cítrico são mostrados em cores. 
Note que alguns aminoáckkts aparecem mais que uma vez, re- 
fletindo o feto de diferentes partes dos seus esqueletos carbôni- 
cos terem destinos diferentes. Nessas vias, algumas das reações 
erramáticas são parricularmente notáveis por seus mecanismos, 
c seus significados médicos serão separados para uma discussão 
especial. 

Vários co- fatores «nrimítkos 
desempenham papéis importantes 
no catabolismo dos aiminoàddos 

Uma grande variedade de rearranim químicos interessantes é 
encontrada entre as vias cat abúlicas dos aminoácidos. Aníes de 
examinar as vias em si mesmas, t úüt esludar as classes de rea- 
ções que ocorrem e introduzir os eo-falores enzimáticos a elas 
necessários. Tá estudamos uma classe importante, as reações de 
transa mi nação que empregam 0 piridoxal fosfato. Outro tipo 
comum de reação no catabolismo dos aminoácidos é a transfe- 
rência de unidades de um carbono, ou unidades monocarbôni- 
cas. A transferência dessas unidades, em geral, envolve um dos 
três co- fatores seguintes: biotina. tetraidrofolatn e 5-adenosil- 
metiomna (Hg, 18-15), Esses co- fatores sáo empregados para 
transferir as unidades mo no carbónicas em diferentes estados 
de oxidação: o CO; representa o estado de maior oxidação do 
carbono e é transferido pela biotina (veja Rg. 16- 14); o tetrai- 
drnfoLato transfere unidades moftocarbú nicas em estado de oxi- 
dação intermediário, algumas vezes como grupo me tila; g 5- 
adenosil-metioníoa transfere grupos méiila, nos quais o carbo- 
no esta no estado mais baixo dc oxidação. O* últimos dois 
co-fa tones são especialmente importantes no metabolismo dos 
aminoácidos c dos nudeulídem. 

O tetraidrofolato (H 4 fblato) consiste em uma pterídina 
substituída {6-metilpterina ) dc p-aminobenzoato e de glutamato 
unidos entre si (Fig. 18-15). Esse co- fator ê sintetizado nas bac- 
térias, e seu precursor folato é uma vitamina para os mamíferos» 
ele é convertido em tetraidrofobto em um processo de dois pas- 
sos catalisados pela enzima diidrofolato redutase. A unidade 
mnoocarbômca» em qualquer um dos seus três estados de oxi- 
dação, está ligada ao N-5 ou ao N- 10, ou a ambos. A forma mais 
reduzida do co- fator transporia um grupo metila. uma forma 
mais oxidada transporta um grupo metileno e as formas ainda 
mais oxidadas transporiam os grupos metem], formil ou Formi- 
mino (Fig. 18-16), As diferentes formas do letraidrofolato são 
imerconversíveis e servem como doadoras de unidades mono- 
carbónicas em uma variedade de reações biossintéticas. A maior 
fonte de unidades monocarbònicá* para o tetraidrofolato é o 
carbono removido na conversão de serina à gticina, produzindo 
iV 1 met i lenotetra i d rofola to. 
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Figura tS-14 — Um resumo dos pontos de entrada dos aminoáddos primários no ciclo do ácido cítrico 

(Mesta e nas demais figuras ao longo do restante deste capítulo, os retângulos, ao redor dos aminoácidos, estão 
em colorações que combinam com os sombreados dos produtos finais das vias catabúlicas.) Alguns amnoâddos 
são listados mais que uma vez porque eles liberam mais de um produto final. Este esquema representa as princi- 
pais vias catabdlicas em animais vertebrados, existem, porém, pequenas variações entre diferentes espécies de 
vertebrados. A treomna, por exemplo, è degradada em acetil-CoA via piruvato em alguns organismos por meo 
dav«a ilustrada na Figura 13- TB. 
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Figura IMS - C©nv*nõ« de unidades rnonocarbànicas no tetra idrafolato As üàiuMLi formas moieculanK eitào agrupadas de 
acordo corn seus estados de oxidação, com os mas induzidos no topo e os m*s oxidados embaixo Todas as formas, dentro de um único 
retângulo sombreado. estão no mesma estado de oxidação A conversão de '^-rnet^encrtetFarirofoiítD em ^Hneihfteirârimfoiato e 
eletivamente irrev*fst*H A transferencia enímàtiça dós grupos lornul cot r-o na sntese das pur»nas íveja F*g 22-30) e na, formação da 
formitmetionina em procanolos {Capitulo 27) gefalmente emprega W ,: -lormilietraiclrofoíato em vez de AMormiIietraidmfciaio Esta jttma 
espécie é sigmlcaturâmenie mais es Lí /d e. portanio. um doador ma* fraco de grupos fómnl O equlimo das reações gue xiterconvenem 
essas espéoes lavorece a formação de ^-formMenaidrçjfolaio A COfweraão de ht‘ em ^--formltelraidrorofató requer ATR pois, de outra 
forma, ela teoa um equlfcno desfavorável Mole que V -fonmminolelraidrcilofato é derivado da hisluJma por meio de uma via mostrada na 
figura t$-25 


Embora o letraidrofolaUí possa transportar um grupo me- 
tila em N-5. o seu potencial de transferência de grupos mctilu é 
insuficiente para a maioria das reações biossintéticas. Assim, a 
5-adenosilmetionimi (adüiMet} é mais frequentemente empre- 
gada para a transferência do grupo metila. Ela é sintetizada de 
ATP e metíonina pela ação da adenosilmetíonina transfera se 
(Fig, 18-17, passo (D). Essa é uma reação intomum pelo fato de 
o átomo de enxofre nucleofilico da metionina atacar o carbono 
5 r da ribose do ATP. liberando trifosfato, em ves de atacar um 
dos átomos de fósforo. Ü t ri fosfato é clivado em F, e PP„ ainda 
tia eiuírna. e, depois, o PP, é hidrolisado por uma pirofosfatase 


]i] orgânica, de tal forma que, nessa reação, iâo gastas três liga- 
ções fosfato de alta energia. A única outra reação conhecida na 
qual o trifosfato é deslocado do ATP ocorre na síntese da coen- 
?.íma Pu (veja Adendo 17-2, Fig. 3), 

Em virtude do seu íon sulfÒnio desestabílizsdor, a 5-adeno- 
silmetionina é um agente alquiknte potente. O grupo metila ê 
submetido ao ataque por núcleo ftlicos e é perto de 1.000 veses 
mais reativo que o grupo metila do A^-metiltetraidrofolato. 

A transferência de um grupo metila do 5-adenos[lmçtioni- 
na para um receptor libera 5-adcnosilomodstema (Fig. 18-17, 
passo que é subsequentemente quebrada em humoçjsteina 
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Figura 18-17 - A síntese da metlonina e da S-actenosllmetJanlna como parte de um ciclo do grupo metila ativado Os passos «tão descritos 
r>o texto, Em alguns organismos, o doador do grupo metila, na reação da metionina sintase, é a meti Icobala mina {passo ®). A 5-adenosilmetionina. 
que tem um átomo de enxofre carregado positiva mente (e, asstm, 6 um ion sulfOnioL ê um poderoso agente metilante em muitas reações biossintê- 
txas. O receptor do grupo meti la ê des<gnado R (passo (f)). 


e adenosinâ (paMo(|)), A metionina é regenerada pela transfe- 
rência de um grupo meti la para a homocísieína em uma reação 
catalisada pda metionina siniasne (passo @). A metionina é re- 
convertida em 5-adenost! metionina para completar um ciclo do 
grupo meti la ativado. 

Uma forma dessa enzima é comum em bactérias c emprega 
Ar -mrt ilte l raidrofolalo como um doador de rnetila (como mos- 
trado na Fig. IS- 1 7). Outra forma que ocorre em bactérias c rm 
mamíferos emprega ou o JV^-metiltetraidrofohto ou 2 meti Iço- 
balamirta derivada da coenzima B I2 . Essa reação e o rearrinjk) da 
L-metilmaJonil-CoA em sucdnil-CoA (veja Adendo 17-2, Fig 
la ) são as únicas nações conhecidas em mamíferos que sio de- 
pendentes da coenrirna B, , r Algum dos sinais clinico* em paci- 
entes com deficiência da vitamina B, : podem ser melhorados 
com a administração de folato em vez. de unicamente viiamjfia 
B,t. O grupo metila da mettkobalaniíiia ê derivado de A^-mciil- 
letraidrofolato. Como a reação que converte a forma jV\N , w - 
met deito na forma AT-meiil do telraidrofoLato é irreversível { Fig. 
18- 16)* « J coenzima B, j nâo estiver disponível para a síntese da 
melíkobaUmirtú, não haverá receptor disponível para o grupo 
meti] a do N*- met i Itet raidrofòfalo, e as moléculas do ácido fdli- 
co ficam presas na forma AF-metíl. Esse sequestra dos folatos 
em uma única forma pode ser a causa de alguns dos sinais c 
sintomas que aparecem na anemia perniciosa por deficiência de 
Ba- Entretanto, ainda é ignorado se esse é o único efeito da in su- 
ficiência da vitamina B l2 , 

A tetra idrobiopteri na é outro co- fator que atua no catabo- 
lismo dos aminoácidos e é similar à porção pterina do telrai- 
drofolalo, mas ele não está envolvido na transferência de unida- 
des monocarbõ nicas c participa de reações biológicas de oxida- 
ção, O «eu modo de ação será considerado quando discutirmos 
a degradação da fenda! anina. 
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Dei aminoácidos são degradados até acetil-CoA 

Os esqueletos carbónicos de 1 0 amtmsí eidos liberam acetil-Co A. 
o qual entra diretamente no eido do ácido cttrko (Fig. 18-H) 
ou é empregado na hiossintese de lipídios. Desses 10, cinco são 
degradados até acetil-CoA vu piruvato, que pode ser emprega- 
do na bio&síntrse da glicose. Os outro» dnco são convertidos 
em acetil -CoA e/ou em acetouc ti j I -C oA, que è então divado para 
formar o acetil-CoA. 

Os cinco aminoácidos que emram via piruvato são: akni- 
na, glicina, «rina, dsteína e triptofano ( Fig, 1 8- 18K Em alguns 
organismos, a treonina é também degradada para formar acetil - 
CoA. Em humanos, ela é degradada a acetil- CoA, como descrito 
mais adiante, A afanina libera piruvato dinctamente por transa- 
m inação com o a-cetoglutarato, e a cadeia lateral do triptofano è 
separada do restante da molécula para liberar alanina e, portanto, 
piruvato. À cisteína é convertida em piruvato em dois passos, um 
para remover 0 átomo de enxofre e 0 outro é uma transaminaçâo. 
A serina é convertida em piruvato pela serina desídratase. Ambos, 
o grupo fJ-hidroxila e o grupo a-amíno da serina, são removidos 
nessa única reação dependente de piridoxal fosfato (uma reação 
análoga com a treonina esta mostrada na Fig. 18-26). 

A glicina lem duas vias de met aboli zaçlo. Em uma via im- 
portante em bactérias, ela pode ser convertida em serina pela 
adição enximiEka de um gnipo hidroximeLUa (Fig. 18-1 9a). Essa 
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Figura 18- tS - Esquemas das vias catabúlicas dos amlnaàcldo*: aianina, glicma, Hrini, cisterna. trlplotano e 

treonifi* Ú destino do grupo indoi do trfertofàno esta mostrado na Figura 18-20 Detathes da conversão da glicma em 
serma e de um segundo destruo para ã çjkina estão mostrados na Figura 18- 1 9 Na especie humana, a ireoruna é degra- 
dada por uma outra ma (veta Ftg. 18-23) Exislem virtas was para a degradação da ost^ína. Iodas elas levando ao pnuvato 
O enxofre da calema tem vanos destinos alternativo*. um deles esta mostrado na Figura 22-15 A enuma senna hrdrcm- 
melrf translerase contém duas coenzvn^: pndcrai fosfato e tetraidrofoiato. Além da codificação por cores para as mas 
metaPòkas descntas na Figura 1 S-14, nesta e na$ iigurás subsequentes, os aiomos de carbono também estio cocftfoatibs 
por cores, de maneira a ser possível segue seus destrxjs 



Figura 18-18 - Dois destinos metabólicos da glicJna (i) conversão em serina e (b) quebra até CGj e amónia O to 
fator letradiofolato transporta unidades monooartiónicas nestas duas reaçúes. (Veja Figs 18-f& e 18-17.) 


rcação, catalisada pda serina hidroxSmetil transíerase* requer 
as coenzimas tel rd dm fu] ato e piridoxal fosfato. A segunda via 
para glicina, que predomina nos animais* envolve a sub cliva- 
gem oxidai iva em CO !% NH+ e um grupo metikno (— CH? — ) 
(fíg- 18- 19b), Essa reação livremente reversível, catalisada peb 
glkina sinta ve, também requer letra idrofolato, o qual aceda o 
grupo mclilencx Nessa via de divagem oxidai iva, os doU áto- 
mos de carbono da gliçina não entram no eido do ácido rflrica 
Um é perdido como CO;, e o outro torna-se o grupe» metilcno 
do ü - nwidenotctra idrofolate» í Fig. 18-16), o qual e empre 

gado como doador de grupe» monocarbònkos em certas via* 
bkraintéttcas. 

Porções do esqueleto carbônico de seis amincõcidos: tnp- 
tofano, liíina, fenilalanina, tirosina. leucina c íúIcucíim, libe- 
ram acetü-CoA, acetoacetil-CoA ou ambos; o último sendo, en- 
tão, convertido em acetil-CoA (Ftg. 19-20). Alguns dos passos 
tinais nas vias degradativas da leucina, Usina e triptofano lem- 
bram os passos da oxidação dos ácidos gra*ns_ Merece especial 
atenção a quebra de dois desses seis amúioácidos. 

A quebra do rripiofano é a mais complexa de todas as vias do 
catabolismo dos aminoátidos nos tecidos animais; porções do 
triptofano (que possui um total de seb átomos de carbono) libe- 
ram acetil-CoA por duas vias diferentes, uma por meio do plru- 
vato e a outra por meio do acetoacetil-CoA, Alguns dos interme- 
diários no catabolismo do triptofano são precursores necessári- 


os para a biossíntese de outras hi o moléculas importantes (Fig. 
18-21), incluindo nicotinato, um precursor do NÁD e do NADP 
nos animais, O triptofano é também o ancestral, por uma via 
diferente, do neurolransmksor scfoionma. Nos vegetais* o fator 
de crescimento indo! acetato é derivado do triptofano por uma 
via uxidariva. Algumas dessas vias hiossinléticas estão descritas 
com mais detalhes no Capítulo 22 (veja Figs. 22-2b e 22- 27)* 

A quebra da fenilalanina é importante, porque defeitos ge- 
nélicra nas enzimas do seu catabolismo provocam várias doen- 
ças hereditárias na espécie humana i Fig. IS-22). A tenilalanina e 
a tirosina, seu produto de oxidação ( ambos com nove átomos 
de carbono h são degradadas em dois fragmentos, cada um deles 
pode entrar no delo do ácido citrko, porém em pontos diferen- 
tes. Quatro òos nove átomos de carbono da fenilalanina e da 
tintfina formam aceioacetato livre, que é convertido em acetoa- 
cetil-CoA* eeste,em acetil-í 41 A, Um segundo fragmento de qua- 
tro átomos de carbono da tirosina t da fenilalanina é recupera- 
do como íu maroto, Portanto, dos nove átomos de carbono de 
cada um desses dois aminoácidos, oito entram no ciclo do ácido 
cítrico: o carbono remanescente é perdido como CO> A fenita- 
lanina, depois de sua bktroxiíação para formar tirosina, é tam- 
bém a precursora dos hormônios epinefrina e norepinefrina, 
sccretados pek medula da glândula ad renal e do neurotransmis- 
sor d opa mina (veja Fig. 22-27). Também é derivada da tirosina 
a mdanina, o pigmento negro da pele e dos cabelos. 
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Figura 18-20 - flesumo dos destinos catabòlicos dos amlnoAcidos: triptofano, lisinâ, fenilalanina, tirosina, leucina e isoleucina Esses 
aminoácidos fornecem alguns dos seus átomos de carbono (em vermelho) para o «etil-CoA. G triptofano, a leni lai anína, a tirosma e a isoleucina 
também contribuem com átomos de carbono (em azul), tanto como piruvato quanto como outros intermediários do eido do ácido cítrico. A via da 
fenilalanina está descrita com mais detalhes na Figura 1 B-22. 0 destino dos átomos de nitrogênio nâo está descrito nesta figura. Ma maiona dos casos, 
são transferidos para O a<elog»utarata para formai gl uiamata 



Figura 1&-21 - O triptofano como precursor, Gs anéis aromáticos do triplofano s3o precursores do nicotinato, do 
indolacetato e da serotonina, Símbolos at&micos coloridos sao empregados para acompanhar a origem dos átomos 
no anel do nicotinato. 
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Figura 1&-22 - Vias catabúllcas para a fenilâlanina a para a tiros i na. A via normal de conversão da remiria nina 9 da tiros, na em acetoacetil-CoA 
e fumarato na espécie humana. São conhecidos defeitos genéticos que atingem cada uma das primeiras quatro enzimas desta via e que provocam 
doenças hereditárias (sombreadas em vermelho). 
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Em algumas pessoas, o catabolismo da 
fenilalanina é geneticamente defeituoso 

São muitos os defeitos genéticos diferentes identificados no me- 
tabolismo dos aminoáddos na espécie humana (Tabela 18-2'), A 
maioria desses defeitos provoca o acúmulo de intermediários 
metabólicos específicos, uma condição que pode provocar de- 
feitos no desenvolvimento do sistema nervoso e retardo mental. 
Par exemplo» um defeito genético na fenilalanina hidroxilase* a 
primeira enzima na via catabólica da fenilalanina (Fig. 18-22), é 
responsável pela doença femlcetonüria (PKU), a causa mais co- 
mum de níveis elevados de fenilalanina no sangue (hiperfenila- 
laninemiab 

A primeira enzima na via catabólica da fenilalanina (Fig. 18- 
22), fenilalanina hiditndlãse, catalisa a hidnoxilaçâo da Fenilala- 
nina em tirosina. Um defeito genético na fenilalanina hidroxila- 
se é responsável pela doença chamada fenilcetonúria (PKU). 


A fenilcetonúria è a causa mais comum de níveis elevados de 
fenilalanina no sangue (hiperfenilalaninemia). A fenilalanina hi- 
droxilase insere um dos dois átomos de oxigênio do Q 2 na feni- 
lalanina para formar o grupo hidroodla da tirosina; o outro áto- 
mo do oxigênio é reduzido a Hj>Q pelo NADH, que também é 
necessário na reação. Essa é uma de uma classe geral de reações 
catalisadas por enzimas chamadas oxidases de função mista (veja 
Adendo 21-1), todas as quais catalisam, simultaneamente, a hi- 
droxUaçio de um substrato pelo Oj e a redução a HjÜ do átomo 
de oxigénio restante do G z . A fenilalanina hidroxilase requer um 
co-fator, a tetraidrobiopterina, que transporta elétrons do NADH 
para o 0 2 na hidroxüação da fenilalanina. Durante a reação da 
hidroxilação, a coenzima é oxidada em diidrobiopterina (Fig, 
1 8-23) e, subsequentemente, eia é reduzida novamente pela ação 
da enzima diidrobiopterina redutase, em uma reação que re- 
quer NADH, 


Tabela 1B-2 - Algumas doenças genéticas que afetam o catabolismo dos aminoácidos 


Nome da doença 

Incidência aproximada 
(por 100.000 nascimentos) 

Processo afetado 

Enzima afetada 

Efeitos e sintomas 

Albinismo 

3 

Síntese da mela nina a 
partir da tirosina 

Ti rosina-3-monoxigenase 
(tirosinase) 

Ausência de pigmentação, 
cabelos brancos e pele rüsea 

Alcaptonúria 

0,4 

Degradação da tirosina 

Homogentisato 

1 r 2-dioxigenase 

Presença de pigmento escuro 
na urina e posterior 
desenvolvimento de artrite 

Argininemia 

<0,5 

Síntese da uréia 

Arginase 

Retardo mental 

Acidemia 

argininossuccinica 

1,5 

Síntese da uréia 

Argininossuocinato liase 

Vómitos e convulsões 

Deficiência da carbamil 
fosfato sintetase 1 

>0.5 

Síntese da uréia 

Carbamil fosfato sintetase 1 

Letargia, convulsões, morte 
precoce 

Romocistinúria 

0,5 

Degradação da metionina 

Cistationina JJ-slntase 

Desenvolvimento ósseo 
defeituoso e retardo mental 

Doença da urina em 
xarope de bordo 
(cetoaddúria de cadeia 
ramificada) 

0,4 

Degradação da leucina, 
isoleucina e va li na 

Complexo da 
desidrogenase dos 
a-cetoácidos de cadeia 
ramificada 

Vómitos, convulsões, retardo 
mental, morte precoce 

Acidem ia metilmalónica 

<0.5 

Conversão do propionrl- 
CoA em succinil-CoA 

Metilmalonil-CoA mutase 

Vómitos, convulsões, retardo 
mental, morte precoce 

Femicetonúria 

8 

Conversão da fenilalanina 
em tirosina 

Fenilalanina hidroxilase 

Vómitos no periodo neonatal 
e retardo mental 



Nas pessoas com PKU, uma via secundária do metabolismo 
da feniláUmna, normal mente pouco empregada, passa a ter gran- 
de at uaçáti. Nessa via menor, a tenitaJanina sofre transa min a çàu 
com o pinjvata para liberar fenilpiruvato ( Fig, 18*24), A fentla- 
lanina e o íenilpmivato acumulam-se no sangue e nos tecidos e 
são excretados na urina: dai o nome" M fcmlcetonúria~. A maior 
parte do fenüpinivato nlo é excretada como tal, mas é descar- 
boxilida para produzir femlacetato ou reduzida para formar fe- 
niUctito, O fenilacetãto confere um oáot tio característico à 
urina, que é empregado pelas enfermeiras para detectar a PKU 
em crianças. O acúmulo de feniJalanina, ou de seus metabólitos, 
nos primeiros dias de vida, impede o desenvolvimento normal 
do cérebro, provocando retardo mental severo. O excesso de fc- 
ni laia nina pode competir com outros aminoácidos pelo trans- 
porte Atráves da barreira hematoencefilica, resultando em uma 
depressão de alguns metabólilos muito necessários. 



Fgur* 18-2* - Vas alternativas para o catabolismo da feni la la ni- 
na em pessoas com fenBcetonúna Q fendpruvaio acumula-se nos 
teedos. no sangue e na crina. D fen4a<etai0 è o fantoclatq unbfcm 
podem ser encontrados na urina 


A feniketonúria foi um dos primeiros defeilos geneficos do 
metabolismo humano a ser descoberto, Quando essa doença é 
diagnosticada a tempo, ainda nos primeiros dias de vida, o re- 
tardo mentii pode ser prevenido em grande extensào por meio 
de um controle dietético rígido. A dieta precisa suprir as quanti- 
dades de fenütlanira e de tirosina exatamente necessárias e sufi- 
cientes para satisfazer as necessidades de síntese protéica do or- 
ganismo, Ü consumo de alimentos que são ricos em proteínas 
precisa ser diminuído e controlado, Ah proteínas naturais, como 
a caseína do leite, devem primeiro ser hidrolisadas e a maior parte 
da témhünina removida, a fim de se obter uma dieta apropria- 
da. ao menos para as crianças portadoras da fenlketCHiúria. Ali- 
mentos adoçados artindaimente com aspa rume (um dipepti- 


deo do éster metílico de teriilaLmina e aspartato; veja Fig, 3-M) 
devem receber rótulos com advertências para indivíduos com 
intolerância à femlaUni n,i. 

A íéruLcetonúrta também pode ser causada por um defeito 
na enzima que catalisa a regeneração da letraidrobioplCTiiU (Fig, 

) 8-23U Nesses casos, o tratamento é mais complexo do que aque- 
le realizado com umã dieta que restringe a ingestão de fetidab- 
nina e de tirosina. Como a íetraidrob+apterina também é neces- 
sária para formação de L-3.4-díÍdKndfenilaLiiiina í L-dopá) e de 
S-foidroxitriptofano (precursores essenciais dos neurotransmt»- 
sores norepuiefrina e serõlonma, respectivamentel, esses com- 
postos precisam ser suplementados na dieta. Entretanto, e insu- 
ficiente apenas suplementar iclraidrobiopíenna na dietã, poã 
esla é instável e não atravessa a barreira hem atoen cefálica. 

Testar todos os recém-nascidos para descobrir os que são 
portadores de doenças genéticas pode ser alta mente recompen- 
sador, mesmo do ponto de vista econômico, especial mente no 
caso dst PKU. Não só pelos testes de detecção, que são relativa- 
mente baratos (embora não mais dependentes do odor da uri- 
na) mas, principalmente, pelo fato de o tratamento precoce das 
crianças afetadas (8 a 10 casos por 100.000 indivíduos) econo- 
mizar, a cada ano, quantidades enormes de recursos que, de ou- 
tra forma, teriam de ser gastos em cuidados especiais por pro- 
gramas de instituições que cuidam dos retardados mentais. Ob- 
via mente. visto pelo aspecto humano do pmblema. evitar os 
traumas emocionais por meio desses testes simples e de vaicc 
inestimáveL 

A akaptoniiria ê outra doença hereditária do catabolismo 
da fendalamna, nela a enzima defeituosa é a hom-ogrnliuto 
dtoxjgenase. Menos grave que a PKU, essa doença produz pou- 
cos efeitos drieterios, apesar de serem excretadas grandes quan- 
tidades de homogenlisato que, oxidadas, comerem á uniu cor 
negra. Pessoas com alcaplonúrta também desenvolvem, com fre- 
quência, uma forma de artrite, A alcaptonúria tem grande im- 
portância histórica e foi estudada por Archibald Gamxi no iní- 
cio do século XX. Garrod descobriu que a doença era herdada e 
pôde relacioná-la com a ausência de uma única enzima; por- 
tanto. foi o primeiro a fazer a conexão entre um traço herdado e 
uma enzima, um grande avanço no caminho que. em última 
instância, levou ao nosso entendimento atual do papel bioló- 
gico dos genes e das vias de informação descritas na Farte IV 
deste livro. 

Cinco aminoácidos são convertidos 
em o-cetog luta rato 

Os esqueletos carbônicos de cinco jminoãcidos 1 arginina, huti- 
dina, gluiamaio, gJutamma c prol i na) entram no rido do árido 
cítrico por meio do a-cetogLuurato (Fig, 18-25). Prolini, glu- 
i ama lo e gjutamina possuem esqueletos com cinco átomos de 
carbono. A estrutura cichca da prolina é rompida e aberta por 
oxidação do carbono mais distante do grupo carboxila para criar 
uma base de Sdiiff e pda hidrólise dessa base de Schiff em um 
semi -aldeído linear (glutamalo y-semi-aJdeído). Este é ainda mais 
oxidado no mesmo átnnio de carbono para produzir gJutátna- 
to. A conversão de glutã mi na em glutamalo é realizada pela ação 
da glutaminase. ou por qualquer uma das muitas reações nos 
quais a glutamina entrega o seu nitrogênio amida para algum 
receptor. À transam inação ou desaminaçáo do glutamalo pro- 
duz 0 (l-cetoglutarato, 

A ürginina e a hi st idina possuem cinca átomos de carbono 
adjacentes e um sexto carbono ligado por meio de um átomo de 
nitrogênio. Portanto, a conversão catabólica desses dois amino- 
Acidos em glutamalo é um pouco mais complexa que a via até 
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Figgra 1&-25 - Esquemas das vias catabélkas para 05 aminoácidos: arginina. histidina, g luta mato r glu lamina e prolina Todos são 
convertidos em a-eetogluiarato. Os passos numerados na via da histidina são catalisados por: © histidina amónia liasej © urocanato 
hidratase;© imidazolonapropionase e@ glutamato formimino transferase. 


glutamato da prolina ou da glutamina (Hg* 18-25), No ciclo da 
uréia {veja Fig, lfi-9), a arginina é convertida no esqueleto car- 
bônico de cinco átomos da ornitina e esta é transaminada em 
glutamato y-semi-aldeldo, A conversão de histidina na estrutu- 
ra de cinco átomos de carbono do glutamato ocorre em uma via 
de muitos passos; o carbono extra é removido em um passo que 
emprega tetra idrofolato como co-fator. 

Quatro aminoácidos são convertidos 
em succinil-CoA 

Os esqueletos carbónicos da metíonina, da isoleucina, da tren- 
nina c da vaiina são degradados por vias que formam a succi- 
nil-CoA (Fig. 18-26), um intermediário do ciclo do ácido cítri- 
co. A metíonina doa o seu grupo metila para um de vários re- 
ceptores possíveis por meio da S-adenosilmetionina, e três* dos 
quatro átomos remanescentes do seu esqueleto carbônico, são 
convertidos naqueles do propionato* na forma de propinnil- 
Co A, um precursor do succíníl-CoA. A isoleucina sofre transa- 


mmaçio seguida de descarboxilação oxidativa do a-cetoácido 
resultante. O esqueleto remanescente com cinco átomos de car- 
bono derivado da isoleucina sofre uma oxidação posterior, li- 
berando acetil-CoA e propionil-CoA. A vaiina sofre transa - 
minaçáo e descarboxílaçâo e, a seguir, uma série de reações de 
oxidação que converte os quatro carbonos remanescentes em 
propioml-CoA, Algumas partes da via de degradação da vali- 
na e da isoleucina têm estreito paralelismo de passos na de- 
gradação dos ácidos graxos {veja Fig, 17-8), Nos tecidos hu- 
manos, a treonina também é convertida em propionil-CoA, 
O propionil-CoA, derivado desses três aminoácidos, é con- 
vertido em succinil-CoA por uma via descrita no Capítulo 17: 
carboxilação para metümalonil-CoA, epimerizaçao do metii- 
malonil-CoÀ e conversão em succinil-CoA pela metilmalonÜ- 
GoA mutase, dependente da coenrima $n (veja Fig, 17-12), Na 
doença genética rara, conhecida como acídemia metilmalântca, 
ocorre a falta da metilmaloníl-GoA mutase, com conseqüênci- 
as metabólicas muito graves {Tabela 18-2, Adendo 18-2). 
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Figura 19-M - Eiqutma das vás- metabólicas da rnetion ina, tioleutirca, treonín* • valina Estes átntfoáodos cào 
convertidos em sueonii-CoA A «oteucma umbem contribui tom deus dos seus átomos de carbono para o açeiiKoA (veja 
Fig 13-20). A via da ireonuna mostrada aqui ocorre em humanos. Outra via para a degradarão da ireonma está mostrada 
na Figura 18-18. A v a da metíonjna para harncostelha eslà descnla com mais detalhes na Figura 18-17. Os passos que 
convertem homoostelna em cx-cetobutirato estão ilustrados na Figura 22-14. A conversão de propionil-CoA em suctinjl- 
CoA foi destnia na Figura 17-11. 


CH amirtoácidos de cadeia ramificada 
não são degradados no fígado 

Embora a maior parte do catabolismo dos aminoicidos ocorra 
no fígado, os três uminoit idos com cadeias laterais ramificadas 
íleuona. isokudn* e valinaí são oxidados como combustíveis, 
principaímeme nos tecidos muscular, adiposo, renal e cerebral. 
Esses tecidos extra-hepálkns contêm uma única aminotransíe- 
rase que não está presente no fígado e que age em todos us três 
aminoácidos de cadeia ramificada para produzir os correspon- 
dentes a-cetoácidos [Fig. 1B-27). O complexo enzímátieo de- 
nominado a-cetoácidu de cadeh lateral ramificada desidroge- 
nase catalisa a descarboxilaçio oxida ti va de todas as três a-ce- 
toácidas. De cada um deles, da libera a carboxila como CO; e 
produz o acii-CoÀ correspondente. Essa reação é tormaimente 
análoga a duas outras dcscarboxiLaçôes ondativas encontradas 
no Capítulo 16: a oxidação do piruvato a acetil-CoA pdo com- 


plexo da desãdrogenase pifúvica (veja Fig. 16-6) 1 ea oxidação do 
a-cefngjutarato a succinil-CoA pelo complexo da u-cetogfuta- 
rato desidrogenase (pãg. 447). De fato, os três complexos enn- 
mãtkos do de estrutura similbr e compartilham o mesmo me- 
canismo de reação, São empregados cinco co-fãtores: tkmina 
pirofosíato, HA D, NAP, lipOãto e coenzima A, e as três proteínas 
em cada complexo catalisam reações homólogas. Esse é , dara- 
mente, um caso no qual a maquinaria enzim Atiea, que evoluiu 
pura catalisar um reação, foi copiada par duplicação do gene e 
depois evoluiu para catalisar reações semelhantes em outras vias. 

O complexo da des i d roge ouse dos a-cetoácidos de cadeia 
ramificada do rato é regulado por modificação co valente em 
resposta ao conteúdo em arninoáddos de cadeia ramificada na 
dieta, Quando a ingestão por meio da dieta dos a mino ácidos 
com cadeia ram i fie j da é feita com pequeno ou nenhum exces- 
so deles, o complexo eiuimitico da desidrogenase dos amino- 
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Adendo 18-2 


Detetives científicos resolvem um assassinato misterioso 


Algumas vezes, a realidade pode ser mais estranha 
dn que a ficção — ou s pelo menos* tão estranha 
quanto um filme feito para a televisão. Veja, por 
exemplo, o caso de Patrícia Staliings. Pia foi conde- 
nada pelo assassinato de seu filho pequeno e sen- 
tenciada I prisão perpétua, mas, depois, graças às 
investigações de três cientistas persistentes, foi de- 
clarada inocente. 

A história começa no verão de 1989, quando 
Staliings levou seu filho Ryan, de três meses de ida- 
de, para a sala de emergência do Cardinal Glennon 
Childrehs Hospital, em Saint Louis, no estado nor- 
te-americano do Míssouri. A criança apresentava res- 
piração difícil, vômitos mcontroláveis e desconfor- 
to gástrico. De acordo com o médico atendente, um 
toxkobgista, os sintomas da criança indicavam que 
ela tinha sido intoxicada com etilenoglicol, um in- 
grediente de líquidos anticongelantes, uma conclu- 
são aparentemente confirmada por análises realiza 
das em um laboratório comercial, 

Depois que se recuperou, a criança foi colocada 
em um Ear adotivo e Patrícia e seu marido, David. 
permitidos de vê-la apenas em visitas supervisiona- 
das, Entretanto, quando Ryan tornou a ficar doen- 
te, e subsequentemente morreu, depois de uma vi- 
sita na qual Patrícia esteve brevemente sozinha com 
ele, ela foi acusada de assassinato em primeiro grau 
e mantida presa sem direito à fiança. As evidências 
contra ela pareciam muito fortes, já que o laborató- 
rio comercia! e o laboratório do hospital encontra- 
ram grande quantidade de etilenoglicol no sangue 
do menino e traços dele em uma garrafa de leite 
com a qual Patrícia tinha alimentado seu filho du- 
rante a visita. 

Entretanto, mesmo sem saber, Patrícia tinha reali- 
zado um brilhante experimento. Durante o tempo de 
sua prisàü preventiva, ela soube que estava grávida e, 
subsequentemente, em fevereiro de líWO, ela deu a 
luz a outro filho: David StaJlings Júnior, O recém-nas- 
cido foi imediatamente colocado cm um lar adotivo, 
mas, dentro de duas semanas, começou a ter sinto- 
mas semelhantes ao de Ryan. Posteriormente, David 
foi diagnosticado como portador de um distúrbio 
metabólico raro chamado de acidem ia metilmalòni- 
ca (MMÀ). Este è um distúrbio genético recessivo do 
metabolismo dos aminoácidos e afeta perto dc I cm 
48,000 recém-nascidos; curiosamente, os portadores 
apresentam sintomas quase idênticos àqueles provo- 
cados pelo envenenamento com o ctüenoglicol. 

Era fora de dúvida a impossibilidade da Sra. 
Stallíngs ter envenenado o seu segundo filho, mas a 
promotoria do Estado de Missouri não ficou im- 
pressionada pelos novos fatos e levou avante o jul- 
gamento dela. O juiz não permitiu que o diagnósti- 
co de MM A da segunda criança fosse introduzido 
como evidência e 5 em janeiro de 1991, Patrícia 
Staliings foi condenada por ataque com arma mor- 
tal e sentenciada à prisão perpétua. 

Entretanto para Patrícia, afortunadamente, Wi- 
llian Sly, chefe do Departamento dc Bioquímica e 
Biologia Molecular, e lames Schoemaker, chefe de 


um laboratório de pesquisa metabóüca, ambos da 
Universidade de Saint Louis, ficaram interessados 
no seu caso quando deJe souberam através de uma 
transmissão de televisão. Schoemaker reanalisou 
pessoalmente o sangue de Ryan e não detectou eti- 
lenoglicol, Então, ele e Sly contataram Piero RinaU 
dí>, um especialista em doenças metabólicas da Es- 
cola de Medicina da Universidade de Yale, onde há 
um laboratório equipado para diagnosticar a MM A 
a partir de amostras de sangue. 

Quando Rinaldo analisou o som sanguíneo de 
Ryan, encontrou altas concentrações do ácido rac- 
tilmalünico, um produto do metabolismo dos ami- 
noácidos de cadeia ramificada isole ud na e vali na, 
que se acumula nos pacientes com MM A, porque 
a enzima que deve convertê-lo no próximo pro- 
duto da via metabólica é inativa. E, segundo ele, 
de forma particularmente esclarecedora, a urina e 
o sangue da criança tinham grandes quantidades 
de substâncias cetònicas, outra conseqüência me- 
tabólica da doença. Como acontecera com Schoe- 
maker, ele não encontrou etilenoglicol em uma 
amostra dos fluidos corporais da criança que mor- 
rera, O conteúdo da garrafa náo põde ser testado, 
porque se verificou que eia tinha desaparecido mis- 
teriosamenle. Às análises de Rinaldo convenceram- 
no de que Ryan tinha morrido de MM A, mas como 
explicar os resultados dos dois laboratórios que 
indicavam que o garoto tinha etilenoglicol em seu 
sangue? Eles estariam errados? "Assustador 1 ' íói o 
termo empregado por Rinaldo quando obteve e 
examinou os relatórios dos laboratórios, Um de- 
les dizia que o sangue de Ryan Staliings continha 
etilenoglicol, apesar da análise da amostra de san- 
gue nâo se equiparar tomo perfil de uma amostra 
de sangue padronizada pelo próprio laboratório e 
que, sabidamente, continha etilenoglicol. “Isso não 
é um caso de interpretação questionável, À quali- 
dade das análises deles era inaceitável 1 ' afirmou Ri- 
naldo, E o segundo laboratório? De acordo com 
Rinaldo, aquele laboratório detectou um compo- 
nente anormal no sangue de Ryan e, simplesmen- 
te, "assumiu que era etílenoglicoF. As amostras da 
garrafa nao revelaram nenhuma substância inco- 
mum, disse Rinaldo, apesar de o labora tório ale- 
gar evidências da presença de etilenoglicol tam- 
bém nela. 

Rinaldo apresentou os seus resultados ao promo- 
tor do caso, Genrge McElroy, que convocou uma 
conferência de imprensa no dia seguinte, "Eu não 
acredito mais nos resultados dos laboratórios” ele 
disse aos repórteres. Afinal, tendo concluído que 
Ryan Staliings morrera de MM A, McElroy retirou 
todas as acusações contra Patrícia Staliings. em 20 
de setembro de 1991. 


Por Michellc Hoffman (1991), Srtenre, 253. 931. Direitos 
autorais 1991 da Associação Americana para o Progresso 
dfi Cicncia. 
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Figura 18-27 - Vias catabòlicas do» três aminoácidos de cadeia ramificada: valina P isoleucina e le urina. As três vias ocor- 
rem nos tecidos extra-hepáticos e compartilham as duas primeiras enzimas. O complexo da desidrogenase dos a-cetoâcidos de 
cadeia ramificada é análogo aos complexos da piruvato deíldrogenase e ck> o-cetoglutaratoe também requer os mesmos cinco ca- 
fatores (alguns sáo mostrados aqui). A enzima ê defeituosa nas pessoas com doença da urina do xarope de bordo. 


ácidos com cadeia ramificada é fosforilado por uma proteína 
quinase e h assim, in ativado. A adição de um grande excesso dos 
aminoácidos de cadeia ramificada na dieta resulta de desfosfo- 
rilaçáo da enzima e sua conseqüente ativação. Lembre-se de 
que o complexo da piruvato desidrogenase está sujeito a uma 
regulação por fosforilação e por delosforílação similar (pág. 
456). 

Existe uma doença genética humana, reíat ivamente rara, na 
qual esses três a<etoáddos de cadeia ramificada (bem como 
seus aminoácidos precursores, especialmente a leurina) se acu- 
mulam no sangue e passam para a urina. Essa condição, que, se 
não for tratada, resulta em desenvolvimento anormal do cére- 
bro, em retardo mental e frequentemente em morte na primeira 
infância, é chamada de doença da urina do xarope de bordo 
devido ao odor característico dado â urina dessas pessoas pelos 
a-cetoácidos, resulta de um defeito no complexo da desidroge- 
nase dos a-cetoácidos de cadeia ramificada. O tratamento mé- 
dico dessa doença é feito por um controle muito rígido da dieta 
para limitar a ingestão de valina, de isoleucina e de leurina, ao 
mínimo necessário, para permitir um crescimento normal. 

A asparagina e o aspar ta to são 
degradados até oxaloacetato 

Em última instância, os esqueletos carbônicos da asparagina e 
do aspartato entram no ciclo do ácido cítrico por meio do oxa- 
loacetato. A enzima asparaginasc catalisa a hidrólise da aspara- 
gina para liberar aspartato, o qual sofre uma reação de transa- 
minação com o a-cetoglutarato para produzir glutamato e oxa- 
loacetato (Fig, 18-28), 

Acabamos de ver como os 20 diferentes aminoácidos, de- 
pois de perder seus átomos de nitrogénio, são degradados por 
desidrogenação, por descarboxilação e por outras reações para 
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Figura 1B-28 - As vias catabòlicas da asparagina o do aspartato. Os 

dois aminoácidos são convertidos em oxaloacetato. 


liberar porções dos seus esqueletos carbônicos na forma de cin- 
co metabólitos centrais que podem entrar no ciclo do ácido cí- 
trico . Esses pedaços são degradados em acetil-CoA e completa- 
mente oxidados em C0 2 e em água, com a geração de ATP du- 
rante a fosforilação oxida tiva, Fecharemos este capítulo com uma 
breve discussão de alguns destinos alternativos dos esqueletos 
carbônicos dos aminoácidos, 
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Figura 18-29 - Um resumo do metabolismo dos amlnoárídos gllcogênlcos e cetogènicos. Note que quatro dos ammoácidos 
são tanto glicogênicos (sombreados em vermelho) quanto cetogènicos (sombreados em azul). Os dnqo amincãcidos degradados 
até piruuato são também potencial mente cetogènicos. Apenas dois aminoãcidos, leucina e Usina, são exdusivamente cetogènicos. 


Alguns aminoáddos podem ser convertidos 
em glicose, outros em corpos cetônkos 

Os seis armnoácidos, que são degradados até acetoacetil-GoA 
e/ou acetÜ-CoÀ: triptofano, íènilalanina, tirosina, isoleuçinajeu- 
cina e lisina, podem liberar corpos cetônicos no fígado* pela con- 
versão do acetoacetil-CoA em acetona e p-hidróxido butirato 
(veja Fig. 17-16). Esses amínoáeidos são chamados de eetogêni- 
cos (Fig. 13-29), A sua capacidade para formar corpos cetônicos 
é particularmcnte evidente no diabetes melito nâo-tratado, du- 
rante o qual grandes quantidades de corpos cetônicos são pro- 
ríuzidas pelo fígado, não apenas dos ád dos graxos, mas também 
dos aminoáddos cetogènicos. 


Os aminoáeidos que podem ser convertidos em piruvato, 
ü-cetoglutarato, sticcinil-CoA* fuma rato e oxaloacetato podem 
ser convertidos em glicose e glicogênio pelas vias descritas no 
Capítulo 20, Eles são chamados aminoáddos glicogénícDS, À 
divisão entre aminoáddos cetogènicos e glicogênicos não é per- 
feita; quatro aminoáddos, triploiano, fenilaianina. tlrosina e iso- 
leocina, são tanto cetogènicos quanto glicogênicos, O catabolis- 
mo dos aminoáddos é particularmente importante para a so- 
brevivência de animais com dietas protéicas muito altas ou 
durante períodos de subnutrição. A leucina é um aminoáeido 
exclusivamente cetogènko e é muito comum nas proteínas. Sua 
degradação faz uma contribuição substancial para a eetose em 
condições de subnutrição. 


Resumo 


Uma pequena fração da energia oxidativa, nos seres 
humanos, provém do catabolismo dos aminoáddos. 
Os aminoáddos são derivados da hidrólise (recicla- 
gem) das proteínas celulares, da degradação das pro- 
teínas ingeridas, na alimentação, ou da quebra das 
proteínas corporais, na lálta de outras fontes de com- 
bustíveis durante o jejum ou do diabetes melito nlo- 
t ratado. As proteínas ingeridas são degradadas por 
proteases, no estômago e no intestino delgado. A 
maioria dessas proteases é inicialmente sintetizada 
como zi mo gênios inativos, que são ativados no es- 
tômago ou no intestino pela remoção proteolítica 
de partes de suas cadeias polipeptídícas. 


Um passo precoce no catabolismo dos aminoá- 
cidos é a separação do grupo amino do esqueleto 
carbônico, Na maioria dos casos, o grupo amino é 
transferido para oa-cetoglutarato para formar glu- 
tã mato. Esse tipo de reação é chamado de transa- 
minaçáo e requer a eoenzima piridoxal fosfato. O 
glutamato é transportado para mitocóndrias do fí- 
gado, onde um grupo amino é liberado como amó- 
nia (NHJ) pela enzima glutamato desidrogenase. 
A amônla, formada em outros tecidos, é transpor- 
tada até as mitocôndrías do fígado como o ni trogê- 
nio amida da glutamina Ou como O grupo amino 
da alanina. A maior porção dessa alanina é gerada 




nos músculos e transportada no sangue até o fíga- 
do, Essa alanina sofre desaminação, o o piruvato re- 
sultante é convertido em glicose» que é transporta- 
da de volta ao músculo como parte do ciclo glico- 
se-alanina. 

A amónia é muito tóxica para os tecidos animais, 
Mo ciclo da uréia, a omitina combina com a amó- 
nia na forma de carhamil fosfato para formar a ci- 
tmlina. Um segundo grupo amino, provindo do as- 
partalo, é transferido para a citruiina para formar a 
arginina — o precursor imediato da uréia. A argi- 
nase hidrolisa a arginina para formar uréia e orniti- 
na; assim, a omitina é ressintetizada a cada voEta do 
ciclo da uréia. O ciclo da uréia resulta cm uma con- 
versão Líquida do oxabacetato em fumarato, am- 
bos intermediários do ciclo do ácido cítrico. Dessa 
forma, esses dois ciclos são interconectados. A ati- 
vidade do cicio da uréia é regulada nos níveis de 
síntese enzimática e de regulação alostérica da enzi- 
ma que forma o carbamíl fosfato. 

Depois da remoção dos grupos amino por tran- 
saminação, os esqueletos carbônicos dos aminnáci- 
dos sofrem oxidação em compostos que podem 
entrar no ciclo do ácido cítrico para ser oxidados 
até C0 2 e H 2 0. Nessas vias, os co-fatores tetraidro- 
folato e S-adenosilmetionina facilitam as reaç&es de 
transferência de unidades monocarbónicas e o co- 
fator tetraidrobiopterina facilita a oxidação da íeni- 
lalanín a catalisada pela fenilalanina hidroxílase. Exis- 
tem cinco intermediários por meio dos quais os es- 
queletos carbônicos dos a mino ácidos entram no 


eido do ácido cítrico: acetil-CoA; o-cetoglutarato; 
succinil -CoAí fu ma rato e oxabacetato, üs amino - 
ácidos que podem produzir acetil-CoÀ são dividi- 
dos em dois grupos. Alan ina, cisterna, glicina, trip- 
tofano e serina produzem acetil-CoA via piruvatoi 
a leucina, íisina, fenilalanma» tirosina e triptofano 
produzem acetil-CoA via acetoacetil-CoA. A iso- 
leucina» leucina e triptofano também formam ace- 
til-CoA dí retamente. Prolina, histidina, arginina, 
glutã mina e glutã mato entram no ciclo do ácido cí- 
trico por meio do a-cetoglutaratu: trernina^metio- 
nina» isoleucina e vatina entram por meio do sued- 
nil-CoÀ; os quatro átomos de carbono da fenilala- 
nina e da tirosina entram por meio do fumarato; a 
asparagina e o aspartato entram ví a oxalaacetato. 
Os aminoáddos de cadeia ramificada f leucina» iso- 
leudna e valina), diferentemente de outros amino- 
ácidos. sào degradados nos tecidos extra-hepáticos. 
Um certo número de doenças humanas graves pode 
ser atribuído a defeitos genéticos, que envolvem en- 
zimas específicas das vias de catabolismo dos ami- 
noácídos. 

Dependendo de seus produtos finais de degra- 
dação, alguns aminoáddos podem ser convertidos 
em corpos eetônicos; alguns podem ser converti- 
dos em glicosei alguns em ambos. Essas vias meta- 
bólicas integram a degradação dos aminoáddos no 
metabolismo intermediário e podem ser críticas 
para a sobrevivência sob condições nas quais os ami- 
noácidos são uma fonte significativa de energia me- 
tabólica. 
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Problemas 


1 . Produtos da transaminação dos ami n oácidos. Dese- 
nhe a estrutura e escreva os nomes dos a-cetoáridos re- 
sultantes, quando os seguintes aminoácidos sofrem tran- 
saminação com o a-cetoglutarato: (a) aspartato, (b) glu- 
tamato, (c) alanina, (d) fenilalanrna. 

2. Medida da velocidade de reação da alanina aminotrans- 
ferase. À atividade (velocidade da reação ) da alanina ami- 
notransferase é usualmente medida, incluindo-se um 
excesso de lactato desidrogenase pura c dc NADH no sis- 
tema de reação. A velocidade do desaparecimento da ata- 
nina é igual ã velocidade do desaparecimento do NADH 
medido espectrofotometricamcntc. Explique as bases dc 
funcionamento desse teste. 

3. Distribu ição do nitrogênio do grupo a mino. Se a sua 
alimentação for rica cm alanina, mas pobre em aspirta- 
to, você apresentará sinais de deficiência em asparuto? 
Explique. 


7. Via do carbono e do nitrogênio no metabolismo do 
glutamato. Quando o glutamato [2- u C, ss N] sofre degra- 
dação oxidativa no fígado de um rato, em que átomos dos 
seguintes metabdlitos serão encontrados cada isótopo? (a) 
uréia, (b> succinato, (c) arginina, {d) citrulina h (e) orni- 
tina, (f) aspartato. 


H COO" 
1+ u I 

h— iy -V;-h 

H |hí 

COO- 

Glutamato 


8, Estratégia química do catabolismo da isoleurina. A isn- 
leuclna é degradada por uma série de seis etapas até pro- 
pionii-GoA e aceril-CoA, corno mostrado a seguir: 


4, Um defeito genético no metabolismo dos aminoóci- 
dos; história de um caso. Uma criança de dois anos de 
idade foi levada ao hospital- Sua màe informou que ela 
vomitava frequentemente, especialmente após as refei- 
ções. A massa corporal da criança e o seu desenvolvimento 
físico eram abaixo do normal. Seus cabelos, embora es- 
curos, continham porções de cabelos brancos. Uma amos- 
tra da urina tratada com solução de cloreto férrico (FeClj) 
apresentou cor verde, característica da presença de fentl- 
piruvato. A análise quantitativa de amostras de urina 
apresentou os resultados mostrados na tabela a seguir. 
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Substância 

Concentração (mM> 

Urina do paciente 

Urina normal 

Femlalanina 

7 r 0 

O r Q1 

Fenilpiruvãto 

4 r S 

0 

Fenilactato 

10,3 

0 


(a) Sugira que enzima possa estar deficiente nessa 
criança. Proponha um tratamento para essa condição. 

(b) Por que a fen ilalanina aparece na urina em gran- 
des quantidades? 

(c) Qual é a fonte do fenilpkuvato e do fenilactato? 
Porque essas vias (normalnnentt nâo- funcionais) entram 
cm ação quando a concentração da fenilalanina se eleva? 

(d) Por que o cabelo dessa criança apresenta mechas 
brancas? 

5. Papel da cohalamina no catabolismo dos aminoácidos. 
A anemia perniciosa é causada pela redução da absorção 
da vitamina B, 2 . Qual n efeito dessa redução no catabo- 
lismo dos aminoáddos? Todos os aminoácidos são afeta- 
dos igualmente? (Indicação: veja o Adendo 17-2}. 

fi_ l actam versus alanina como combustível metabólico: 
o custo da remoção do nitrogénio. Os três carbonos do 
lactato e da alanina possuem estados de oxidação idênti- 
cos c os animais podem usar qualquer uma das duas fon- 
tes de carbono como combustível metabólico. Compare 
a produção liquida de ATP (moles de ATP por mol de 
substrato) para a oxidação completa (até CO; e HjO) do 
betam e da alanina quando é incluído o custo da excre- 
ção na formíde uréia: 

çoo- <j;otr 

HO— C— H HjN— Ç— H 

H—C—H H— C— H 

I 

H H 

Lactato Alanina 


(a) O processo químico da degradação da isoleurina 
consiste em estratégias análogas àquelas encontradas no 
ciclo do ácido cítrico e na ^-oxidação dos ácidos graxos. 
Os intermediários envolvidos na degradação da isoleuri- 
na (I a V), mostrados abaixo, não estão na ordem apro- 
priada. Use o seu conhecimento e compreensão do ciclo 
do ácido cítrico e da via de fUoxidaçáo dos ácidos graxas 
para arranjar os intermediários na seqíiéncia metabólica 
apropriada para a degradação da isoleurina: 
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CAPÍTULO 19 


Fosforilação Oxidativa e Fotofosforilação 


A fosforilação oxidativa é o estágio final do metabolismo pro- 
dutor de energia nos organismos aeróbieos, Todas as etapas oxi- 
dativas na degradação dos carboidratos, gorduras e aminoáci- 
dos convergem para esse estágio final da respiração celular, no 
qual a energia proveniente da oxidação é responsável pela sínte- 
se de ATP. A fotofosforilação é o meio pelo qual os organismos 
fbtossintéticos capturam a energia da luz solar — a fonte funda- 
mental de energia na biosfera — e a usam para produzir ATP. A 
fosforilação oxidativa e a fotofosforilação, em conjunto, são res- 
ponsáveis pela maioria do ATP sintetizado por vários organis- 
mos aeróbicos na maior parte do tempo. 

Nos eucariotos, a fosforilação oxidativa ocorre nas mitocôn- 
drias e a fotofosforilação nos eloroplastos, A fosforilação oxida- 
tiva envolve a redução do G 2 a H 2 0 com elétrons doadas pelo 
NADH e FAPH í5 e ocorre igual tnenle na presença de luz ou na 
escuridão. A fotofosforilação envolve a oxidação da HjO a 
em que o NADF 1 é o aceptor de elétrons e ahsolutamente de- 
pendente da energia luminosa. Apesar das diferenças, esses dois 
processos conversores de energia, altamente eficientes, apresen- 
tam mecanismos fundamentalmente semelhantes. 

Nosso entendimento atual da síntese do ATP na mitocôn- 
dria e nos eloroplastos está baseado na hipótese, introduzida por 
Peter Mitchell, em 1961, de que as diferenças na concentração 
transmembrana de prótons são os reservatórios para a energia 
extraída das reações de oxidação biológicas. Essa teoria quimios- 
mótica tem sido aceita como um dos grandes princípios unifi- 
cadores da biologia no século XX, Ela permite a compreensão 
dos processos de fosforilação oxidativa e fotofosforilação e para 
transduções de energia aparentemente distintas, tais como o 
transporte ativo através de membranas e o movimento dos fla- 
gelos das bactérias. 

A fosforilação oxidativa e a fotofosforilação são mecanisti- 
camente similares em três aspectos; ( 1 ) Ambos os processos en- 
volvem 0 fluxo de elétrons por meio de uma cadeia de transpor- 
tadores ligados à membrana. (2) A energia livre, disponível por 
meio de&se fluxo de elétrons "morro abaixo” (exergòníco), está 
acoplada ao transporte de prótons “morro acima’ 1 , por meio de 
uma membrana impermeável ao próton, conservando a energia 
livre da oxidação dos combustíveis como um potendal eletro- 
químico transmembrana {pág, 316). (3) O fluxo transmembra- 
na de prótons, no sentido do seu gradiente de concentração por 
meio de canais protéiens específicos, fornece a energia livre para 
a síntese do ATP, que é catalisada por um complexo protéico 
ligado á membrana (ATP sintase) e que acopla o fluxo de pró- 
tons à fosforilação do A DP. 

Este capítulo começa com a fosforilação oxidativa. Inicial- 
mente, serão descritos os componentes da cadeia de transporte 
de elétrons, a sua organização em grandes complexos funcio- 
nais na membrana interna da mitocòndria, a seqüência do fluxo 
de elétrons por meio deles e os movimentos de prótons que 


acompanham esse fluxo. O próximo tópico é o notável comple- 
xo enzimático que, por meio da "catálise rotacionaT, captura a 
energia do fluxo de prótons na forma de ATP. Então, serão con- 
siderados os mecanismos regulatórios que coordenam a fosfn- 
ri I ação oxidativa por várias vias catabólicas que oxidam com- 
bustíveis. Com esse entendimento da fosforilação oxidativa mi- 
tocondrial, será abordada então a fotofosforilação, começando 
com a absorção da luz por pigmentos fotossintéticos, seguido 
pelo fluxo de elétrons, direcionado pela luz, da H : 0 para o 
NADP" . e a base molecular para o acoplamento do fluxo de elé- 
trons e prótons. Final mente, serão abordadas as similaridades 
de estrutura e mecanismo entre as ATP sintases dos doroplastos 
e mitocòndrias, bem como as bases evolutivas para essa conser- 
vação do mecanismo. 

FOSFORILAÇÃO OXIDATIVA 

Reações de Transferência 
de Elétrons na Mitocòndria 

A descoberta, em 1 948, por Eqgene Kennedy e Albert LeKninger, 
de que as mitocòndrias são os sítios da fosforilação oxidativa 
nos eucariotos, marcou o início da Fase moderna dos estudos 
das transduções de energia biológica. As mitocòndrias, tais como 
as bactérias gram- negativas, possuem duas membranas (Fig. 19- 
1 ), A membrana mitocondrial externa é facilmente permeável a 
pequeii as moléculas (M r <5-0110) e íons que se movem livremente 
através de canais transmembrana formados por uma família de 
proteínas integrais de membrana chamadas purinas, A mem- 
brana interna é impermeável à maioria das moléculas pequenas 
e de íons, incluindo prótons (H + ). As únicas espécies que atra- 
vessam a membrana interna são aquelas para as quais existem 
transportadores específicos, A membrana interna contém os 
componentes da cadeia respiratória e a ATP sintase. 



Albert L. Lehninger 
(1917-1986} 


ÀTP sintiise MHnhranx 



Figura tf-1 - Anatomia bioquímica d# uma mitocõndria As circun- 
voluções {cosias) da membrana interna proporcionam uma sup* rftoe 
muito grande- A mçmDraoa m ler na de uma única mrtocândna dó (fgado 
oode ter mais de 10 000 conjuntos de stsremas de transferência de etê- 
trons (cadeias resp* alónas) e mgiêaáas de ATP smtase, dsl nbudas sobre 
toda a superfcie dá membrana Mitocóndnas do coração, que apresen- 
tam cnslas muno abundantes e. portanto, uma área de membrana mter ■ 
na muto maior, contêm cerca de três vezes m*s conjuntos de ystemas 
de transferencia de é*errom que as mitocândris do fígado. 0 reservató- 
rio mítoconr^iaJ das Coennmas e rirrermediánQs está funoonafcnenle se- 
parado do reseruatóno crtoplasmítico As mrtocôndnas dos irwnebra- 
dos* plantas e mcTorgansroo* eucanocos são semelhantes as mostradas 
aqu, embora ha>$ muna wánação no tamanho, na forma e ng grau de 
ennoUmento da membrana interna Veia o Capituto 2 (págs 26 29 j para 
outros, detalhes da estruture mitocondrial 


A matriz mdocondriaj, cercada pd a membrana interna* con- 
tém o complexo da piruvato de&idrogenase* e as enzimas do eido 
do ácido cítrico, a via da (i- oxidação dos ácidos graxos e as vias 
de oxidação dos ammoáridos. Em resumo, ela contêm Iodas as 
vias da oxidação dos combustíveis, exceto a glkólise, que ocorre 
no citosol. À membrana interna, seletivamente pertneávd, se- 
grega os intermediários e as enzimas das vias metabólicas dto- 
sólicas por meio de processos metabólicos que ocorrem na ma- 
triz, Entretanto, transportadores específicos carregam piruvato, 
ácidos graxos e ammoácidos ou seus derivados a-ceto para o 
interior da matriz, garantindo o acesso à maquinaria do ciclo 
do ácido cítrico. Semelhantemente, o ADP e o P, sio transporta- 
dos especifica mente para o interior da matriz à medida que o 
ATP recém -sintetizado é transportado para fora. 


Os elétrons são canalizados para 
transportadores universais de elétrons 

A fosfor ilação oxida tí va começa com a entrada de elétrons na 
cadeia respiratória. Muitos desses elétrons sâo provenientes da 
ação de destdrogena&es que coletam elétrons das vias catabóli- 
cas t os canalizam para aceptores universais de elétrons — nu- 
deotideo&de meotinamída (NAD' ou NADP*| ou ouckotideia 
de fiavina (FMN ou FAD), 

Desidrogenases associadas a nudeotidro de mcotinamkk 

catalisam reações reversíveis do* seguintes tipos gerais: 

Substrato reduzido + NAD* . wbttmo oxidado ■+ NADH + tT 
Substrato reduzido + NADP* *■ — mbwiaio ótidado + NADPH -t tC 

A maioria das des idrogen ases que atuam «0 catabolismo é espe- 
cifica para o NAD + como receptor de elétrons (Tabela 19-1). Al- 
gumas estão no dtosol. outras nas mitocóndnas e outras ainda 
apresentam tsoettzimas citosólica c mitocondriai 

As desidrogenases ligadas ao NAD removem dois átomos de 
hidrogênio dos seus substratos. Um deles é transferido como 
um íon hidreio {: H") ao NAD* e o outro é liberado conto H ' no 
meio (veja Fig. 14-15). O NAD* também pode coktar equiva- 
lentes redutores de substratos trabalhados pdas desidrogenases 
ligadas ao NADP. Isso é possível devido a nkotiiiamida nudeo- 
tídeo transi drogena.se , que catalisa a reação: 

NADPH + NAD 4 NADP 1 + NADH 

O NADH c o NADPH são transportadores de elétrons hi- 
drossoláveis que se associam rewrsivelmente com as desidroge- 
nases. O NADH carrega os elétrons derivados das reações cata- 
hõlicas até o seu ponto de entrada na cadeia respiratória, o com- 
plexo da NADH desi drogenase, descrito a seguir, 0 NADPH 
geralmente fornece elétrons para as reações anabòlicas. Nem o 
NADH nem o NADPH podem atravessar a membrana interna 
da mirocõndria, mas os elétrons que elas carregam podem ser 
lançados através dela. corno será visto adianíe. 

Aí tUvoproteinas apresentam um nucleotideo flavsna, o 
FMN ou o FAD, fort emente ligado, às veres até cnvalentemente 
(veia Fig. 14- 16 ). O nucleotideo de ílavina oxidado pode aceitar 
um elétron (dando origem a urna forma semiquinona) ou dois 
(originando FADHj ou FMNHj). A transferência de elétrons 
ocorre porque a flavoprotdna tem uni potencial de redução 
maior que o do composto oxidado. G potencial de redução pa- 
drão de um nudcotldco de ftavina, diferente daquele do NAD 
ou NADP, depende da proteína à qual ele está associado. Intera- 
ções locais com grupos funcionais rtã protetna distorcem os or- 
bitais dos elétrons no anel da ftavina. alterando as estabilidades 
relativas das formas oxidadas c reduzidas. Assim, o potencial de 
redução padrão relevante é o da fbvoproleina especifica, c nào o 
do FAD ou FMN Isolado. O nucleotideo de flavina deveria ser 
considerado parte do sitio ativo das flavoproteínas* e não um 
reagente ou produto na reação delransferénria de elétrons. Como 
as flavoproteínas podem participar tanto na transferência de um 
como de dois elétrons, elas podem funcionar como intermediá- 
rias entre reações em que dois elétrons são doados (como nas 
desidrogenações) e aquelas em que um elétron é aceito (como 
na redução de uma quinona a hidmquinona, descrita a seguir). 

Os elétrons passam por uma série de 
transportadores ligados à membrana 

A cadeia respiratória mitocondrial consiste em uma série de 
transportadores de elétrons que atuam scqüenciai mente, a maio- 
ria dos quais são proteínas integrais de membrana que apresen- 
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Tabela 19-1 - Afgumas rçaçÕea importantes catalisadas por dasidrogsnas&s ligadas ao NAD(P)H 



Ligadas ao NAD 

a-Cetoglutarato + CoA + NAD * * 4 ^^ succinil-CoA + C0 2 + NADH + H" 
L-Malato + NAD* ç=s oxaloacetato + NADH + H* 

PiruvatQ +■ CoA + NAD 4 .. acetil-CüA 4 C0 2 + NADH + H 4 
Gkeraldefdo-3-fosfato +P,+ NAD 4 1 , 3 ndif osf ogl icerato 4 NADH 4 H 4 
Lactato 4 NAD 4 í=i piruvato + NADH 4 H 4 
fí-Hidroxiadl-CoA 4 NAD" p-cetoacil-CoA 4 NADH + H 4 
Ligada ao NADP 

Gkose-6-fosfato 4 NADP" ^^E-fosfogluconato + NADPH 4 H 4 

Ligadas ao NAD ou NADP 

L-Glutamato 4 H 2 0 4 NAD(P} 4 ^=1 a-cetogiutarato 4 NHJ + NAD(P)H 

isoortratQ 4 NAD(F) 4 ^^(i-cetDglutaráta 4 CQ; 4 NAD(P}H + H 4 

"Estas reações e suas enzimas foram discutidas nos Capítulos 1 5 a IS. 

4 M designa mitocOndria; C, íitosol, 



M 

MeC 

M 

0 

C 

M 

C 

NI 

NI eC 


tam grupos prostéticos capazes de aceitar ou doar um ou dois 
elétrons, Na fosforilação oxidativa, ocorrem três tipos de trans- 
ferencia de elétrons: ( I ) transferência direta de elétrons, tal como 
na redução do Fe 34 a Fe 2+ ; (2) transferência como um átomo de 
hidrogênio (H + + e“); e (3) transferência como um íon hidreto 
(:H‘), que possui dois elétrons. O termo equivalente redutor é 
usado para designar um único equivalente de elétron transferi- 
do na reação de oxirredução. 

Além do NAD e das flavoproteínas, trés outros tipos de 
moléculas transportadoras de elétrons funcionam na cadeia res- 
piratória: uma qulnona hidrofobica (ubiquinona) e dois tipos 
diferentes de proteínas que contêm ferro (citocromos e proteí- 
nas ferro-enxofre). 

A ubiquinona (também chamada de coenzima Q n ou sim- 
plesmente Q) é uma benzoquinona lipossolúvel que apresenta 
uma longa cadeia lateral isoprenúide (Fig. 19-2). A plastoqui- 
nona (encontrada nos cloroplastos das plantas) e a menaq ui no- 
na (encontrada nas bactérias) são compostos muito parecidos e 
desempenham papéis análogos ao da ubiquinona* transportan- 
do elétrons por cadeias de transferência de elétrons associadas à 



Figura 19-2 - Ubiquinona ( Q , ou coenzima Q). A redução completa 
da ubiquinona requer dois elétrons e dois prótons e ocorre em duas eta- 
pas por meio de um intermediário radicálar sem iqui nona. 


membrana. A ubiquinona pode aceitar um elétron, originando 
o radical semiqumona (QH*), ou dois elétrons para formar ubi- 
quinol ÍQHj) (Fig. 19-2), Semelhantemente aos transportado- 
res flavoproteínas* ela deve atuar na junção entre um doador de 
dois elétrons e um receptor de um elétron, Como a ubiquinona 
é pequena e hidrofóbica, da se difunde livremente na camada 
iipídica da membrana interna mitocondrial e pode transportar 
equivalentes redutores entre outros transportadores de elétrons 
menos móveis na membrana, Como Carrega tanto prótons quan- 
to elétrons* ela desempenha um papel central no acoplamento 
do fluxo de elétrons ao movimento de prótons. 

Os dtocrumos são proteínas que apresentam como cara- 
cterística uma intensa absorção da luz* devido aos seus grupos 
prostéticos heme> que contêm ferro {Fig. 19-3), As mítocóndrias 
contêm três classes de citocromos designados por a* I? e c, que 
podem ser distinguidos por diferenças nos seus espectros de 
absorção de luz. Cada tipo de citocromo* no seu estado reduzido 
(Fe 2+ )> possui três bandas de absorção na região do visível (Fig, 

1 9-4). A banda de maior comprimento de onda está próxima de 
óOOmrii! nos citocromos do tipo d; próxima de 560nm, no tipo 
b-, e próxima de 55Qnm, no tipo c. Para se distinguir entre cito- 
cromos muito parecidos de um tipo* algumas vezes, usa-se o 
valor exato do máximo de absorção nos seus nomes, como no 
citocromo b^. 

Os co- fatores heme dos citocromos a e b estão fortemente, 
mas não -cova! entemente* ligados ás suas proteínas associadas; 
os grupos heme dos citocromos do tipo c estão Ligados covalen- 
temente por meio de resíduos de Cys (Fig. 19-3), Similarmente 
às flavoproteínas, o potencial de redução padrão do átomo de 
ferro no heme de um citocromo depende da sua interação com 
as cadeias laterais da proteüia e, portanto, é diferente para cada 
citocromo. Os citocromos do tipo a e b e alguns do tipo c são 
proteínas integrais da membrana interna da mitocôndria. Uma 
notável exceção é o citocromo c da mitocôndria* uma proteína 
solúvel que se associa com a superfície externa da membrana 
interna da mitocôndria por meio de interações eletrostáticas. 
Nós abordamos o citocromo c nas discussões iniciais sobre a 
evolução das proteínas (veja Adendo 5-2} e á estrutura de proteína 
(veja Fig, é-lSa). 

Nas proteínas ferro-enxofre, inicialmente descobertas por 
He] mui deinert, o ferro está presente não no heme, mas associa- 
do a átomos de enxofre inorgânico ou a átomos de enxofre de 
resíduos de Cys na proteína, ou a ambos. Esses centros de ferro- 
enxofre (Fe-S) variam desde estruturas simples, com um único 
átomo de Fe coordenado a quatro grupos Cys — SH, até centros 
Fe-S mais complexos corri dois ou quatro átomos de Fe (Fig, 
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i-kme A (nos ulotromo* do lipo ai 


Hçme C {no dtDcromo dt> tipo r} 


Ferra prutoporfirina JX 
írKU dtocromos do tipo b) 


Figura 19-3 - Grupos prostéticos dos cFlocnomos Cdda um deles cotoisi* de quatro anéis de otsco átomos, comendo rmtfogfrOKS ern uma 
estrutura dclita chamada de porfinna, Os quatro àiomos de nitrogênio estão coordenados com um lon Fe central que podé esiar da forma 
Fe*' ou Fe^. Aferro prutopodirina IX é encontrada nos ctocramos do tipo b, na hemoglobina e na mioglobma (veja Fig, 6-17), O heme C está 
covalentemente ligado A proteína do citocromo c através de ligações tioèstéres de dois resíduos de Cys. O heme A r encontrado nos citocro- 
mos do tipo a, possui uma longa cauda rwprenôide ligada a um dos anéis de Cinco átomos. O sistema de dupla ligação conjugada (sombrea- 
da em vermelho) do anel da porféina é responsável pela absorção da luz visível por esses bernes. 


o 

m 4Í» 500 *00 

OrniprimcniD de onda inml 

Ftgurft 19-4 - Espectro de absorçáo do crt omryno c nas suas formas 
ccsuJadi (werme+io) e redunda (aruí). Também estác marcadas as bandas 
Q.p$r caracierHÓGas da forma reduzí 


99-5). M proteínas ferro- enxofre Rieske (denominadas após 
sua descoberta) são uma variação nesse tema. cm que um áto- 
mo de Fe está coordenado a dois resíduos de Nísem vez de dois 
resíduos de Cys, Todas bs proteínas ferro -enxofre participam 
do transferências de um elétron em que cada átomo de ferro do 
arranjo ferro-enxofre «U oxidado ou reduzido. Pelo menos, oito 
proteínas ferro -enxofre funcionam na transferência de elétrons 
da mitocòftdrh. O potência) de redução das proteínas ferro- 
enxofre varia de -Q.65V a +0.45V, dependendo do rmcToam- 
bieiHe do ferro na proteína- 


Na reação completa catalisada pela cadeia respiratória mJ- 
tocondrial, os elétrons movem-se do NADH, succinato ou de 
algum outro doador primário de elétrons por roetó das flavo- 
profcinas, ubiquinona, proteínas ferro -enxofre, citocramo e, fi- 
nalroente, para o O*, A analise dos métodos usados para deter- 
minar a sequência na qual esses carregadores atuam e instruti- 
va, uma vez que a mesma abordagem gerai tem Sido usada para 
estudar outras cadeias de transporte de elétrons, tais como as 
dos cloroplastosv 

Primeiro, o potencial de redução padrão de cada um dos 
carregadores de elétrons foi determinado cx perimem ai mente 
( Tabela 19-2). Espera-se que os carregadores funcionem em or- 
dem crescente do potencial de redução, uma vez que os elétrons 
fluem espontaneamente dos carregadores de menor E? ú para car- 
regadores com fT° maiores. A ordem dos carregadores deduzida 
por esse método é: NADH -* Q — » citocromo b -* citocromo c x 
-► citocromo c -> citocromo a -> dtoeromo u* -* 0 ; - Note, 
contudo, que a ordem dos potenciais de redução padrão não é 
necessariamente a mesma que a dos potenciais de redução ver- 
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Proteína 


Figura 19-5 - Centros Fe-5. Os centros Fe-5 das proteínas ferro- 
enxofne podem ser simples como em (a), com um único Fe rodeado 
por átomos de S de quatro resíduos de Cys. Outros centros incluem 
tanto átomos inorgânicos e átomos de 5 de Cys, como nos centros 
2Fe-2S (b) ou 4Fe-4$ (O. A fernedoxina da cianobactÉria Anabaena 
7120 (d) possui um centro 2Fe-25, {Observe que apenas os átomos 
S inorgânicos estão contados nestas designaçOes. Por exemplo, no 
centro 2Fe-2S (b), cada íon Fe está de fato rodeado por quatro áto- 
mos de 5.) 0 potencial de redução padrão exato do ferro nestes 
centros depende do tipo de centro e da sua interação com as proteí- 
nas associadas. 


(d) 


Tabela 19 2 - Potenciais de redução padrão da cadeia respiratória e dos transportadores de elétrons relacionados 


Reação redox (mela-reaçáo) F a (V) 

2H^ + 2e -0,414 

MAD* 4 H + + 2e > NADH -D r 320 

NAD r 4 H' * + 2e > N AD PH -0, 324 

NADH desidrogenase {FMN) + 2H"4 2e' * NADH desidrogeoase (FMNH 2 1 -0,30 

Ubiquinona + 2H" + 2e' * ubiquinol 0,045 

Citocromo b (Fe* 4 ) + e — * citocromo b (Fe 24 ) 0,077 

Citocromo ü (Fe J+ ) + e' — * citocromo Ci {Fe 24 } 0 r 22 

Citocromo c (Fe i4 ) 4 e’ — + citocromo c (.Fe 24 ) 0,254 

Citocromo a {Fe 3- ) + e" * citocromo a {Fe ?4 } 0,29 

Qtocromo a 3 (Fe-* 4 ) + e~ * citocromo a 3 {Fe 3- ') 0,55 

\0 2 + 2H* 4 2e ^ HjQ 0,81 6 


dadeiros em condições celulares, que dependem da concentra- 
ção das formas reduzida e oxidada (pág. 401 ). Um segundo mé- 
todí> para determinar a seqüència dos carregadores de elétrons 
envolve a redução experimental da cadeia completa de carrega- 
dores quando se Fornece uma fonte de elétrons, mas nenhum 
aceptorde elétrons (sem Oj), Quando o O; é introduzido abrup- 
tamente no sistema, a velocidade com que cada transportador 
de elétrons se oxida (medida espectroscopicamente) mostra a 
Ordem na qual os transportadores funcionam. O transportador 
mais próximo do 0 2 (na extremidade da cadeia) libera seu elé- 
tron primeiro, o segundo transportador a partir da extremidade 
é o próximo a ser oxidado, e assim por diante. Tais experimen- 
tos confirmaram a seqüència deduzida a partir dos potenciais 
de redução padrão. 

Para uma confirmação final, agentes que inibem o fluxo de 
elétrons através da cadeia têm sido usados combinados com 
medidas do grau de oxidação de cada transportador. Na presen- 
ça de 0 2 e um doador de elétrons, os transportadores que atuam 
antes da etapa inibida ficam totalmente reduzidos e aqueles que 


atuam depois do bloqueio ficam completamente oxidados (Fig. 
19-6). Usando -se vários inibidores que bloqueiam a cadeia em 
diferentes locais, a sequência completa foi deduzida e ela é a 
mesma prevista pelas duas abordagens anteriores. 

Os transportadores de elétrons funcionam 
em complexos multíenzimátkos 

Os transportadores de elétrons da cadeia respiratória estão or- 
ganizados em complexos supramateculares embebidos na mem- 
brana que podem ser fisicamente separados. O tratamento bran- 
do da membrana mitOCOnddal interna com detergentes permite 
a resolução de quatro únicos complexos transportadores de elé- 
trons, cada um capaz de catalisar a transferência de elétrons atra- 
vés de uma parte da cadeia {Fig, 1 9-7; Tabela 19-3). Os complexos 
1 e ll catalisam a transferência de elétrons para a uh iq ui no na a 
partir de dois doadores de elétrons diferentes: o NADH (comple- 
xo I) e o sueeinato (complexo II), O complexo III transporta elé- 
trons da ubiquinona até o citocromo c + e o complexo IV completa 
a sequência transferindo elétrons do citocromo c para o 0 2 . 
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Figura 19-7 - Separação éoi complexo* fun- 
cionais da cadeia respira lòrja A membrana 
miiotondnai externa è nicialmenie removida atw- 
vès de tratamento tom a detergente digitem ina 
Fragmentos da membrana interna sâg então 
obtidos por ruptura osmótica da mitocóndria e 
os fragmentos sao cuidadosa mente dissolvidos 
em um segundo detergente A misture resultan- 
te das proteínas da membrana interna é resolvi- 
da. por meio de crnrratogrãl^ de boca fruta, 
nos diferentes íarnplewB íl até tV) da cadeia rev 
práiOria, cada um com sua composição proteica 
única fveja Tabela. 1 9-3 1 e a enzma ATP sintas* 
{algumas vezes chamada de complexo V) Os 
complexos r a IV isolados talali&am as transfe- 
rências entre doadores (NADH e sucanato). trans- 
portadores intermediários ÍQ e citocromo c) e Oí, 
conforme mostrado. In vitro, a ATP sintase apre- 
senta apenas a atividade de hidrólise do ATP 
(ATPasek mas nâo a de síntese dn ATP. 



Súlubiípa^Jçi com detergente 

ií-guida jH>r l íomaiografu Jt iroct iúmea 


i — i — i r 


II 1TI iv 


1 

ATP sintase 



RjtiyOo calalnadu por 
fri^ús Hf varo 
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Tabela 19-3 - Componentes proteicos da cadeia de transferência 
de elétrons da mitocdndria 


Complexa 

enzimático 

Massa 

OtDa) 

Núméro de 
subun idades* 

Grupo 

prostétíco 

1 NADH desidrogenase 

aso 

42 (14) 

FMN, Fe-S 

II üuçcinato 

desidrogenase 

140 

5 

FAD, Fe-S 

III Ubiquinona: 

250 

11 

Hemes, Fe-S 

citocromo c 
oxidorredutase 

Citocromo c T 

13 

1 

Heme 

IV Citocromo oxidase 

160 

1 3 (3-4) 

Hemes, Cu A , Cu E . 


'Númeru de subun idades em bactéria entre parênteses. 

'Citücromo c nãoé parte de um complexo enzimátko, mas se move livremente 
entre os complexos III e IV como uma proteína SGíúvel. 


Vamos agora analisar com mais detalhes a estrutura e a fun- 
ção de cada complexo da cadeia respiratória mkooondrial. 

Complexo I: NADH até ubiquinona. A Figura 19-8 ilustra a 
relação entre os complexos I, II e a ubiquinona, O complexo l, 
também chamado de NADH: ubiquinona oxidorredutase, é uma 
grande molécula de enzima composta por 42 cadeias polipeptí- 
dicas diferentes, incluindo uma flavoproteína ligada a FMN e, 
pelo menos, a seis centros Fe-9 (Tabela 19-3). A microscopia 
eletrónica de alta resolução mostra que o complexo I tem a for* 
ma de L, com um braço do L na membrana e o outro prolon- 
gando-se em direção à matriz. Conforme mostrado na Figura 
19-9, o complexo I catalisa simultânea e obrigatoriamente dois 
processos acoplados: (1) a transferência exergònica de um íon 
hidreto do NADH para a ubiquinona e um próton da matriz: 

NADH + H f + Q + NAD" +■ QH : (19-1) 

e (2) a transferência endergónica de quatro prótons da matriz 
para o espaço intermembranoso. Entretanto, o complexo l é uma 
bomba de próton movida pela energia da transferência de elé- 
trons e a reação que ela catalisa é vetorial: ela movimenta os 
prótons em uma direção específica de um local (a matriz, que se 
torna negativa mente carregada com a saída dc prótons) para 
outro [o espaço intermembranoso, que se torna positivamente 
carregado). Para enfatizara natureza vetorial do processo, a rea- 
ção global geral mente á escrita com subscritos que indicam a 
localização dos prótons: P para 0 lado positivo da membrana 
interna (o espaço intermembr anoso), N para o lado negativo (a 
matriz): 

NADH + 5HÍ + Q * NAD' 1 + CJH : + 4HÍ (19-2) 

O amítal (uma droga barbitúrica), a rotenona (um produto 
vegetal comumente usado como inseticida) e a piericidina A (um 
antibiótico) inibem o fluxo de elétrons dos centros Fe-S do com- 
plexo 1 para a ubiquinona (Tabela 19-4) e, por isso, bloqueia 
todo o processo de fosforilação oxidativa, 

O ubiquinol (QH. ; , a forma completamente reduzida; Fig, 
19-2) difunde-se na membrana interna, do complexo I até o 
complexo III, onde é oxidado a Q em um processo que envolve o 
movimento de prótons para o lado externo (da matriz para o 
citosol). 

Complexo II: succínato até ubiquinona. No Capítulo 16, 
encontramos o complexo 1 1 com o nome de succínato desidroge- 
nase; a única enzima do ciclo de Krebs que é ligada à membrana 
(págSr 449-450). Embora menor e mais simples que o com plexo 1, 
ele contém dois tipos de grupos prostéticos e, pelo menos, quatro 
proteínas diferentes (Tabela 19-3), Uma proteína possui um FÀD 
ligado covalentemente e um centro Fe-S com quatro átomos de 



Figura 19-8 - Via dos elétrons do NADH, succínato, acil-CoA graxa 
e glicerol-3 -fosfato até a ubiquinona. Elétrons do NADH passam por 
uma flavoproteína e uma séne de proteínas ferra-enxofre (no complexo I) 
e depois vão para Q Os elétrons do succínato passam por uma flavopto- 
teina e vãnos centros Fe-5 (no complexo II) em seu caminho para Q O 
gkerol-3-fosfato doa elétrons para uma flavoproteína (glioenol-3-fasfato 
desidrogenase) na superfície externa da membrana mitocondnal interna, 
da qual eles passam para Q. A acil-CoA desidrogenase (a primeira enzima 
na p-oxidação) transfere os elétrons para a flavoproteína transferidora de 
elétrons (FTE). A partir daí. os elétrons passam para Q via FTE-ubiqumona 
oxidorredutase. 



Complexo I 


Espado entre as 
membranas (lado é) 


Matri? (lado N) 


NADH NAD 4 


Braço 

matriz 


Figura 19-9 - NADH: ubiquinona oxidorredutase (complexo I) O 

complexo I catalisa a transferência de um íon hidreto do NADH para o 
FMN. do qual dois elétrons passam através de uma série de centros Fç- 
S para a proteína ferro-enxofre N-2 no braço da matriz do complexo. A 
transferência de elétrons da N-2 para a ubiquinona no braço da mem- 
brana forma QH Z , que difunde para a bicamada lipidica. Ela também 
dirige a expulsão de quatro prótons por par de elétrons, da matriz. O 
mecanismo detalhado que acopla a transferência de elétrons e prótons 
no complexo I ainda não é conhecido, mas, provavelmente, envolve um 
ciclo Q similar àquele no complexo III em que QH^ participa duas vezes 
por par de elétron (veja Fig. 19-11). Essé fluxo de prótons produz um 
potencial eletroquímico através da membrana mitocondnal interna (lado 
h negativo, lado P positivo), que conserva alguma energia Irberada pe- 
las reações de transferência de prótons. Esse potencial eletroquímico 
dirige a síntese de ATP. 
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Tabela t$-4 - Alguns agentes que Interferem com a fosforilaçao oxídatlva a a fotofosforilaçao 


Tipo d* Interferência 

Composto* 

AJvo/mado de ação 

Fnrbiçao dA transferência de elétrons 

Ganeto 

Monóxido de carbono ' 

inibe a citocromo oíirdas# 


Miimcna A 

Bloqueia a transíeréooa de elétrons óo cnocromo b para o olocromo Ct 


Muouâãnl 
Roteoona 
Am tal 

A 

impede a transferénoa te etétrons do centro Fe-5 para a Otxounona 


DCMU 

Compete com Q* pdo sítio te Ni^ção em PSl 

t?fc«çAa óa ATP iTüse 

Aurouertma 

Inbe f ■ 


Oi.qofiicoa 

Veniuncidinã 

| ir.be F p e Cf 0 


OCCO 

Bloqueia o fluxo de prótons através de F, e CF c 

Oesaeoplsmento da fosfonlação 
da transferência de elétrons 

KCP 

DNP 

1 Carregadores hidrofòbicos de prótons 


Valinomicins 

lonóforo para K* 


Termogenina 

Forma poros condutores de prótons na membrana Interna das 
mitocflndrias de tecido marrom gorduroso 

Inibição da troca ATP- ADR 

Atracfilosfdeo 

imbe a adenina nucieotideo translocase 


*DCMU éo 3'(J.4'dicPorofenil)-Í,1-óinnei:iJuf^'d; DCCD. dicidabexilcarbodiimida, FCCfl íarbonilaanetodep-tnfluarmetoxifenilhidrazana; DNR ÍA-dimtrafenol 


Fç; uma segunda proteína ferro-etixofre também esta presente 
(veja frunmpidoh Os elétrons passam do succmaio para o FAP 
e, então» através dos centros Fç-$, para a ubiqmn&na (Fig, 19-8). 

Outros substratos para as desidrogeruscs mitocondriais tam- 
bém pesam elétrons para a cadeia respiratória no nível da ubi- 
quino na. mas não por meto do complexo LI. À primeira etapa 
na (f-ttxktação dos acil-CoA graxos. catai tsaiia peia fkvopraiet- 
na acjl-CoA desidrogenase Ipãg. 470), envohe a transferência 
de elétrons do substrato para o FAP da desidrogeiiase* depcm 
para uma Ikvoproteina transferidora de elétrons (FTE) que, por 
sua vez» passa seus elétrons para a FTKrubiquincma oxídurred ti- 
la se (Fig. 19-8). Essa enzima passa os elétrons para a cadeia res- 
piratória, reduzindo a ubiquinona. Ü glkerol -3- fosfato» forma- 
do por meio da liberação do gl itero! devido i» degradação dos 
triacilgliccróís ou por meio da redução da di i d roxi acetona for 
mada na via glkoHtita» é oxidado pela gliçerol-3-fosfatu desi- 
drugenasc (veja Fig. 17-4). Essa enzima é uma fiavoproteína, 
localizada na superfície externa da membrana mitocondrial in- 
terna e. lai como a sucdnato desidrogenase e a adi -Co A desi- 
drogeruse. ela canaliza elétrons para a cadeia respiratória, redu- 
zindo a ubiquinona I Fig. 19-8), O importante papei da glkctoL- 
3 -fosfato desidrogpnasc em transportar equivalentes redutores 
do NADH citosólico para a matriz mitocondrial será descrito 
posteriormenic (veja Fig, 19-27), O efeito de cada uma dessas 
enzimas transferidoras de elétrons é contribuir para o reserva- 
tório de ubiquinona reduzida, A QH; de lentas essas reações é 
reoxidada pelo complexo 111. o componente seguinte da cadeia 
de transferência de elétrons da milocóndria. 

Compl*xt> Hl: ubiquinona até cítocromo c. O complexo 
111, o próximo complexo respiratório e também chamado de 
complexo dos dtocromos bc t ou ubiquinona-citocromo c oxi- 
dorredutase, acopla a transferência de elétrons do ubiquinol 
(QHj) para o titocromo c com o transporte vetorial de prótons 
da matriz para o espaço mtermernbratu>so. A determinação das 
estruturas desse enorme complexo [Fig. 19-10) e do complexo IV 
(a seguir), por meio de cristalografia de raios X. em 1995-1998, 
foram marcos no estudo da transferência de elétrons mitocon- 
driais, propiciando a armação estrutural para integrar as inú- 
meras observações bioquímicas sobre a função dos complexos. 


fraseado na estrutura do complexo 111 e nos estudos bioquí- 
micos detalhados das reações redox* foi proposto um modelo 
razoávd para a passagem do* elétrons e prótons por meio desse 
complexo. Á equação global para as reações redox desse eido Q 
(Fig, 19-U)t 

QHi + Zdif ]l _ u + XHU ■■ Q + 2dt + m; 

O ddo Q acomoda o comutador enue o carregador de eWlrons 
( ubiquinona ) e os carregadores de um elétron i citocromos b^ 
bit+i í| e c) e explica a «tequkunetm de quatro prótons iranslo- 
cados por par de elétrons que passa por meio do complexo, para 
o dlocromo c. Embora o caminho dos elétrons através desse seg- 
mento da cadeia respiratória seja complicado» o efeito global da 
transferência é simples: QHs é oxidado a Q e duas moléculas de 
dtocromo t são reduzidas» 

O dtocromo c (veja Fig. 6-10) é uma proteína solúvel do 
espaço intermembranoso- Após a seu único heme aceitar um 
elétron do complexo UI, o dtocromo c se move em direção ao 
complexo IV para doar o elétron para um centro de cobre binu- 
clejr nessa enzima, 

Complexo IV: crtocromo c «té O z . No passo final da cadda 
respiratória» o complexo IV, também chamado dtocromo (MÕ- 
dase, transporta dois elétron* do dtocromo r para o oxigênio 
molecular» reduzindo-o a HjO, O complexo IV é uma proteína 
grande (13 uibunidades, M, 254,000 » da membrana mitocon- 
driaí interna. As bactérias a pr esertum uma forma mais simples, 
Ci>m somente Irés ou quatro sub unidades mas ainda capaz de 
catalisar tanto a transferência de elétrons como o bombea mm - 
to de prótons» A comparação dos complexos da mitocóndria t 
da, bactéria sugere que três subunidades são criticas para a fun- 
ção [Fig. 19-12), 

A suhunidade II mitocondrial contém dois íons cobre com* 
plexados aos grupos — SH de dois resíduos de Cys em um cen- 
tro bmuclear (denominado Cu A ) (Fig. 19- 12b) que lembram aí 
proteínas de centros 2 Fe- 2 5» A subun idade I contém dois grupos 
heme designados a e aj c um outro fon cobre (Cu B ). O heme u<,t 
o Cu B formam um segundo centro binuclear que aceita elétrons 
do heme a e então os transfere para o O; ligado ao heme a *, 


Citocromo C\ 
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Figura 19-10 - Complexo do citocromo bc i (complexo llí), O complexo é um dímero de monõmenos idênticos, cada um deles com 1 1 subunidades 
diferentes, fa) Estrutura do monõmero, O centro funcional é formado por três subunidades: o citocromo b (verde) com seus dois hemes (b*, e b,_; 
vermelho claro). a proteína ferro-enxofre Rieske (púrpura) com seu centro 2Fe-25 (amarelo) e o citocromo c, (azul) com seu heme (vermelho), (b) A 
unidade funcional dimérics. O citocromo c, e a proteína ferro-enxofre Rieske se projetam a partir da superfície p e podem interagir com o citocromo c 
(mostrado aqut, mas náo como parte do complexo funcional) no espaço intermembranoso. O complexo apresenta dois sítios de ligação distintos para 
a ubiqumona, Q h e Q Pl que correspondem aos sítios de inibição por duas drogas que bloqueiam a fosforilação oxidativa. A antimicina A, que bloqueia 
o fluxo de elétrons do heme b H para Q, liga-se a Q w , próximo ao heme b H no lado N (matriz) da membrana. O mixotrazol, que impede o fluxo de elétrons 
de QHj para a proteína ferro-enxofre Rieske. liga-se a Q P , próximo ao centro 2Fe-2$ e ao heme Òl no lado P da membrana. A estrutura dimêrica é 
essencial para o funcionamento do complexo III. A interface entre os monõmeros forma duas cavidades, cada uma contendo um sltK> Q P de um 
monômero e um slt io Qr* do outro. 0 movimento dos intermediários da ubiquinona ocorre dentro dessas cavidades protegidas. 

0 compíexo III se cristaliza em duas conformações distintas (não mostradas). Em uma delas, o centro ferro-enxofre Rieske está próximo do seu 
aceptor de elétrons, o heme do citocromo ci, mas relativa mente distante do otocromo b e do slho de ligação QH Jr por meio do qual ele recebe os 
elétrons. Na outra configuração, o centro Fe-S se afastou do citocromo c- em direção ao citocromo b. Acredita-se que a proteína Rieske oscile entre 
essas duas conformações, em que ela é primeiramente reduzida e depois oxidada. 


Oxidação do primeiro QH 2 Oxidação do segundo QH 2 



QH; + Cit ci (oxidado) * Q' + 2Hf + Cit C| (reduzido) QH ; 4 Q" 4 + Citíi (oxidado) * 

QHj +■ 2Hf f Q + Cit C] (reduzido) 

Equação global: 

QH; + 2 Cif C] (oxidado) 4 * Q + 2 Cit C| (reduzido) 4 4Jrl R 

Figura 19-11 - O cklo Q. O caminho dos elétrons através do complexo III e mostrado peias setas azuis. Mo Lado F da membrana, duas moléculas de 
QHj sâo oxidadas até Q no sítio Q R liberando quatro prótons no espaço intermembranoso. Cada QH Z doa um elétron (via centro Fe-S Rieske) ao 
crtocnomo ti e um elétron (via citocromo b) para a molécula de Q no sítio Q N . reduzindo-o em duas etapas a QHj. Essa redução também utiliza ctois 
prótons captados da matriz. 
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Figura 19-12 - Sub unidades cri ti tas da citotromo oxldé» (complexo IV) i mostrado o complexo bovino, (a) O centro do complexo IV 
apnewnta trés sub unidades. A sub unidade J (amarela) tem dois grupos heme, â eài (vermelho) e um lon cobre, Cu e (esfera verde) O heme a* 
e o CUf, formam um centro Fe-Cu binudear. A subumdade II (azul) contém dóis íons Cu (esferas verdes) tomplexadas com os grupos — de 
dois resíduos de Cys em um ceo Iro bi nuclear. Cm. que se assemelha aos centros 2Fe-2S das proteínas femo-enxofre Esse centro bmudear e 
ô sitio de iiqjçáo dò ctLocramo c estáo localizados em um domimo da subunidade U r que se profeta do Lado p da membrana interna para o 
espaço intermembranoso A subunidade II (verde dara) aparentemente e essencial pera □ Funaonamento do complexo cv, mas o seu papei 
não è bem conhecido i to> O centro pmuoear do Cu». Os tons Cu (esferas verdes) compartilham .gemente os elétrons Quando o centro # 
reduzrda, eles apresentam cargas forma-fi Cu’ ‘Cu 1 *. e guando ondados, Cu 1 v Cu 1Jhr Os bgantes, ao redor dos dm Cu, mcluem duas Ha 
(«d-escLroí, duas- Cys (amarçlo), tm Asp hermetiQj e uma Met (slj^ado} 


A transferência de elétrons por meio do complexo IV ocorre 
do dlocromo c para o centro Cu*, do heme a para o heme n.,- 
centro Cub e, final mente, para aO ; (Fig. 19-13). Para cada qua- 
tro elétrons que passam através desse complexo, a enzima con- 
some quatro “substratos” I-T da matriz (lacto N) convertendo o 
O em 2 HtO. Ela também usa a energia dessa reação redox para 
bombear um próton para o espaço mtermembranoso íbdo P} 
para cada elétron transportado, aumentando o potencial cletro- 
qutmico produzido pdo transporte de pidions, induzido pelas 
reações retlox, através dos complexos 1 e III. A reação global ca- 
talisada peio complexo IV é: 

4 cil + flH\ + 0 3 ► 4 dt fu^didaj + 4H> + 2HjO (19-4) 

Esta redução de quatro elétrons do 0 2 envolve centros redux que 
transportam apenas um elétron de cada vez e da deve ocorrer 
sem gerar intermediários incompleta mente reduzidas, tais como 
o pt rovido de hidrogénio ou os radicais hidroxila livres, que são 
espécies muito reativas que podem danificar os componentes 
cduUres. Os intermediários permanecem firmemente ligados ao 
complexo até serem compfetamente convertidos em ígua. 

A energia da transferência dos elétrons é conservada 
eficientemente em um gradiente de prótons 

A transferência de dois elétrons do NADEI, por meio da cadeia 
respiratória, para o oxigénio molecular pode ser escrita tomo: 
NÀDH +H*tjü 3 — -4 NÀD< + HjO o 9-5) 

Esta reação global é altamente exergónica. Para o par redox 
NADWADH, E° é -0,320 V e, para o parOj/H 2 a F w é 0,S16V 
Portanto, o AF* para esta reação é + 1 ,14 V e a variação de ener- 
gia livre padrão ÍE<J- 14-6, pág, 401 ) é: 

AC’ * -njAT* 

= -2(96JkJ/V oolKl,l4V> C l*-6) 

■ kiimcA \òc NÀDH) 



4HC 4H + 2HjO Mirtriz (lado *) 

(substrato) 4 bombeado I 


Figura 19-13 - O caminho dos elétrons por melo do complexo IV 

As X rés proteínas criticas para o fluxo dos elétrons são I, II e Ml. D contorno 
mais claro inclui as outras der proteínas do complexo. A transferência de 
elétrons por meio do complexo IV começa quando cada uma das doas 
moléculas de crtocromo c reduzido doa um elétron para □ centro bi nucle- 
ar Cu* Os elétrons então passam, por mpn do heme a, para o centro fe- 
Cu (crtocromo a 3 e Cu*) O o»g£n>o então ve liga ao heme d>e e reduzido 
até seu derivado perCurdo iü; ) por do>s etétronv do centro Fé-Cu A 
lijçraçáo de ma* dc« etítrons do crtocromo c converte o Qj- em duas 
moléculas de água. comunnndo quatro ~ substratos' prótons da matru 
Sjmufrannarnente. quatro outros prótons vão bombeados da oor 
meio de um meeamsmo *f>da destonheedo 
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Essa mudança de energia livre podrdo è baseada na consideração 
de que as concentrações de NADH e NAD 4 são iguais (1M). Na 
mítocóndria que respira ativamente, a açâo de várias desidroge- 
nases mantém a relação NADH/NAD 4 acima da unidade e a ver- 
dadeira mudança de energia livre para a reação mostrada na 
Equação 19-5 é, de fato, substancialmente maior (mais negati- 
va} que-220kj/mol. Um cálculo semelhante para a oxidação do 
sucdnato mostra que a transferência de elétrons do succinato 
(F^da fumar ato/succinato = 0,031 V) para o O; tem uma varia- 
ção de energia livre padrão menor, mas ainda negativa, da or- 
dem de -35ükJ/mol, 

A maior parte dessa energia é usada para bombear os pró- 
tons para fora da matriz Para cada par de elétrons transferidos 
para o 0 2 * quatro prótons são bombeados para fora pelo com- 
plexo l, quatro pelo complexo II l T e dois pelo complexo IV (Fig. 
19-14). Portanto, a equação vetorial para o processo é: 

NADH + ] ] + {0 2 > NAD* + HJHj) + H ; 0 (19-7) 

A energia ele troquí mica inerente a essa diferença na con- 
centração de prótons e separação de cargas representa uma con- 
servação temporária da maior parte da energia da transferência 
dos elétrons. A energia armazenada nesse gradiente, denomina- 
da força próton motriz, apresenta dois componentes: ( 1 ) a ener- 
gia potencial química devido à diferença na concentração de uma 
espécie química (H") em duas regiões separadas pela membra- 
na e (2) a energia potencial elétrica que resulta da separação de 
carga quando um próton se move através da membrana sem um 
contra-íon (Fig. 19-15). 

Conforme mostrado no Capítulo 12, a mudança de energia 
livre para a criação de um gradiente eletroquímico por uma bom- 
ba de íons é: 

AC = -RT In ( Q/Q } + Zjày ( 1 9-8 ) 

onde CjfQ é a razão entre as concentrações para o íon que se 
desloca; Zé 0 valor absoluto da sua carga ( 1 para o próton) e A\j/ 
é a diferença de potencial elétrico transmembrana, dada em volts. 

Para prótons a 25°C J 

In (C : /Ci) = 2 , 3 ( 103 $ log [Hl J = 2,3 (pH* - pH P )= 2,3 ApH 

e a Equação 19-8 se reduz a: 

AC =2,3fiTApH + jAy (19-9} 

= (5,70kJ/moL)ApH +■ (96,5kJ ■ molJAijr 


Lado P Lado N 

[H*]p = Ci [H + ] n = C l 



AG = RT In [ÇtfÇá + ZjAy 
= 2^7 ApH + jAi|f 


Figuro 19-15 - Força próton motriz. A membrana interna da mitocõn- 
dria separa dois compartimentos de diferente [t-T], resultando em diferen- 
ças na concentração química (ApH) e distnbuição de carga (Ay) através da 
membrana. O efeito global é a força próton motriz (AG) que pode ser 
calculada como mostrado. Isso é explicado com mais detalhes no texto. 


Em uma mitocóndria que respira ativamente, o Ay medido é 
0,1 5-0,2 V e o pH da matriz é cerca de 0,75 unidade mais alcali- 
no que o do espaço intermembranoso, de tal modo que a mu- 
dança de energia livre calculada para bombear prótons para fora 
é da ordem de +2ükJ/mol (de H 4 ), a maior parte da qual é pro- 
veniente da porção elétrica do potencial eletroquímico. Uma vez 
que a transferência de dois elétrons do NADH para o O; é acom- 
panhada pelo bombeamento para fora de 10 (Eq. 19-7), apro- 
ximadamente 2QGkJ dos 220kJ liberados pela oxidação de um 
mol de NADH são conservados no gradiente de prótons. 

Quando os prótons se deslocam espontaneamente a favor 
do seu gradiente eletroquímico, a energia é disponibilizada para 
produzir trabalho. Nas mitocóndrias, cloroplastos e bactérias 
aeróbicas, a energia eletroquímica no gradiente de prótons dire- 
ciona a síntese de ATP a partir de ADP e Pj. Nós voltaremos à 
energética e ã estequiometria da síntese de ATP direcionada pelo 
potencial eletroquímico no gradiente de prótons posteriormen- 
te neste capítulo. 



Matriz (lado N) 


Figura 19-14 - Resumo do fluxo de elétrons e prótons por meio dos quatro complexos da cadeia respiratória. Os elétrons alcançam 0 por 
meio dos complexos I e II. QHj funciona como um transportador móvel de elétrons e prótons. Ela transfere elétrons pare o complexo III, que os 
transfere para uma outra conexão móvel, o citocromo c. □ complexo IV transfere então os elétrons do citocromo c reduzido para o 0 2 . 0 fluxo de 
elétrons por meio dos complexos I, NI e IV é acompanhado por um fluxo de prótons da matriz para o espaço intermembranoso. Lembrar que os elétrons 
da fkoxtdação dos ácidos graxos também podem entrar na cadeia respiratória por meio de Q (veja Fig. 19-S), 



As mitocòndriâs das plantas possuem mecanismos 
alternativos para oxidar o NADH 

As miEntândriai das plantas fornecem ATP durante os períodos 
de baixa iluminado ou escuridão por meio de mecanismos in- 
teiramente análogos àquele* usados pelos organismos nào-fo- 
Eossimélkos, Na lua* a principal fonte de NADH mitocondrial é 
a reação na qual a glicina produzida peia fotorrespi ração é com 
vertida cm serina (veja Hg. 20-39): 

2 GUcim + NA1>* — * sirim + NADH + H' ♦ COj + NHJ 

Por razões discutidas no Capitulo 20, as plantas devem efetuar 
csu reação, mesmo quando não tém neoesidade de usar NADH 
para produzir ATP, Pira regenerar o NAD*. a partir de NADH 
desnecessário, a mitocfindm das plantas transfere détrom do 
NADH diretamente para a ubiquinona. e da ubiquinona direi*- 
mente para o O;, desviando-os dos complexos [[[ e IV e de suas 
bombas de próton*. A energia em NADH e dissipada ns forma 
de tdof. qtie. algumas vezes, pode ser dc valor pata a ptama 
! Adendo 19* I ). lontra ria mente á citocromo oxida se (comple- 
xo IV), i QH; oxidase alternativa não é inibida por cianeto. A 
oxidação do NADH resistente ao cianeto ê, de fato, uma marca 
característica dessa via de transporte de elétrons em plantas. 

A Síntese de ATP 

Como o gradiente de concentração de prótons é transformado 
em ATP? Vimos que a transferência de elétrons libera e a força 
próton motriz conserva energia livre mais que suficiente f cerca 
de 2G0k}) por “morde pares de elétrons para formar um mol de 
ATP que requer 50kJ (veja Adendo 14-2). Portanto, a íòsfor ila- 
ção oxidativa mitocondrial nio representa nenhum problema 
termodinâmico. Vamos agora considerar o mecanismo químico 
que acopla o fluxo de elétrons com a fosforiLação, 

O modelo quimiosmótíco proposto por Pcter Mitchcll é o 
paradigma para esse mecanismo. De acordo com o modelo ( Hg, 
19-16}. a energia detroquimtca inerente da diferença na con- 
centração dc prótons e da separação de cargas através da mem- 
brana mitocondrial interna, a força próton motriz, dirige a sín- 
tese de ATT a medida que os protons fluem passivameme de 
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volta para a matriz através de um poro de prótons associado i 
ATP sintase. Para enfatizar esse papel crucial da força próton 
matriz, a equação da síntese do ATP é dada por. 

ADP * P, * íiH?. * ATP *• HjD + «Hl (19-10) 

A definição operacional de “acoplamento' 1 é mostrada aa Fi- 
gura 19-17. Quando mítocõndna* isoladas são suspensas em 
uma solução-tampão contendo ADP, P, e um substrato oxidávd, 
como o succinato. ocorrem tris processos facilmente mensurá- 
veis: { 1 ) o substrato é oxidado (succ inato produz fumara to), (2) 
o Oié consumido, e (3) o ATP é sinielizádo, O consumo de oxi- 
gênio e a síntese de ATP dependem da presença de um substrato 
oxidével (nesse caso, o succinato) bem como de ADP e Pi. 

Como a energia da oxídaçáo do substrato dirige a síntese do 
ATP na mitocôndria s não ê inesperado que inibidores do trans- 
porte de elétrons para o 0 2 (por exemplo, cianeto, monóxido de 
carbono, antímicina A) bloqueiem a síntese de ATP (Fig. 19- 
17a). Mais surpreendente é o achado de que o inverso também é 
verdadeiro: inibição da síntese de ATP bloqueia a transferência 
de elétrons na mitocõndria intacta. Esse acoplamento obrigatória 
pade ser demonstrado em mitocôndrias isoladas suprindo-as 
de O, e substratos oxidáveis, mas não de ADP {Fig, 19- 17b), 
Nessas condições, não ocorre nenhuma sin tese de ATP ea transfe- 
rência de elétrons para o O* não acontece. O acoplamento da 
oxidação e fosforílação também pode ser demonstrado usando- 
se oligomirina ou vmhmridina. antibióticos tóxicos, que se b- 


Rgura 19- lí - O modelo qulmíosmónco Nesta 
representação simples da teor-a qujmramctca 
aplicada è miiotõndna, os elétrons do NADH e 
outros suteiraio* oxidáveis passam através de uma 
cadeia de cane^adows arranjados simetTicampr,. 
te na membrana tntema O fluxo de elétrons é 
acompanhado por uma iTanslerênoa de prótons 
através da membrâna produzindo um gradiente 
químico (Aprí) e um gradiente elétrico (A^). A 
membrana interna da nutocóndria é impermeá- 
vel aos prótons e eles podem voltar para a matriz 
somente através de canais específicos para pró- 
tons (f B ) A torça próton motriz que direciona ca 
prótons de volta para a matriz propicia a energia 
para a síntese de ATP que ò catalisada pelo com- 
plexo Fi associado a K- 
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Adendo .19-1 Vias respiratórias alternativas e calor, plantas malcheirosas 


Muitas plantas floridas atraem insetos polinizado- 
res, liberando moléculas odoríferas que mimetizam 
uma fonte de alimento natural de insetos ou locais 
potenciais de postura de ovos. As plantas poliniza- 
das por moscas ou escaravelhos, que normalmente 
ali se alimentam ou põem seus ovos em esterco ou 
carne podre, algumas vezes usam compostos com 
mau cheiro para atrair esses insetos. 

Uma família de plantas malcheirosas é a Àraceae, 
que inclui os filodendms, os copos- dedírio e de uma 
espécie de couve malcheirosa. Essas plantas apre- 
sentam folhas delgadas densamente empacotadas em 
uma estrutura ereta chamada espádice, rodeada por 
uma folha modificada chamada espata. A espádice 
libera odores de carne putrefata ou esterco. Antes 
da polinização, a espádice também se aquece, em 
muitas espécies de 20 a 4CPC acima da temperatura 
ambiente, A produção de calor (termogênese) aju- 
da a evaporação das moléculas odoríferas para uma 
melhor dispersão, Como a carne putrefata e o ester- 
co são geralmente quentes devido ao metabolismo 
hiperativo dos micróbios carniceiros, o próprio ca- 



Figura 1 - Espécie de couve orientai malcheirosa. 


lor também pode atrair insetos. No caso da couve 
malcheirosa (Fig. I), que floresce no final do inver- 
no ou no começo da primavera quando a neve ain- 
da cobre o solo, a termogênese permite que a espá- 
dice cresça através da neve. 

Como essa espécie de couve aquece sua espádi- 
ce? Embora as mitocóndrias das plantas, fungos e 
eucariotos unicelulares apresentem sistemas de 
transporte de elétrons que sào essendalmente os 
mesmos que os dos animais, elas apresentam uma 
via respiratória alternativa. Nessa via, a QH lp que é 
resistente ao cianeto, transfere os elétrons do reser- 
vatório de ubiquinona diretamente para o oxigênio, 
desviando-os das duas vias de translocação de pró- 
tons dos complexos III e IV (Fig. 2). A energia que 
poderia ser conservada como ATP é liberada como 
calor. A mitocôndria das plantas também apresenta 
uma NADH desidrogenase alternativa que é insen- 
sível à mtenona, um inibidor do complexo I (veja 
Tabela 19-4), que transfere elétrons do NADH na 
matriz diretamente para a ubiquinona, desviando 
os do complexo I e seu associado bombeamento de 
prótons. As mitocóndrias das plantas apresentam 
ainda uma outra NADH desidrogenase, na face ex- 
terna da membrana interna, que fica defronte ao es- 
paço intermembranoso e transfere os elétrons do 
NADPH ou NADH para a ubiquinona, desviando- 
os novamente do complexo I. Assim, quando os elé- 
trons entram na via respiratória alternativa por meio 
da NADH desidrogenase insensível ã rotenona, ã 
NADH desidrogenase externa ou ao succinato desi- 
drogenase (complexo II) e passam para o Oj via 
oxidase alternativa resistente ao cianeto, a energia 
não é conservada como ATP, mas liberada como 
calor. A couve malcheirosa pode usar o calor para 
derreter a neve, produzir um fedor podre ou atrair 
escaravelhos ou moscas. 


NAD(P)H 

NÀD(P) desidrogenase externa 



Espaço entre as 
membranas 



Figura 2 - Carregadores de eiêtrons da membrana interna da mitocôndria das plantas. Os elétrons podem fluir por 
meio dos complexos I, III e IV, como na mitocôndria dos animais, ou por meio de carregadores alternativos específicos 
de plantas pelas vias mostradas com setas azuis. 





Figura 11-17 - Acoplamento da transferência de elétrons e síntese de AtP na mitotòndrla Em e*pef imenios para demonstrar o atcplemeíito, 
as rn4Tocõndnas slo suspensas em um mito lamponadD e um elétrodo de O 2 ê usado para monitorar 0 consumo de Oj. Em intervalos de íempo 
determinados, sâo removidas amostras que sào analisadas para se venfitar a presença de ATT 1 , (a) A adição de apenas ADP e P, msutta em um pequeno 
ou nenhum aumento tanto da respiracão (consumo de 0 ? . preto) como da síntese de ATP {vermelho) Quando 0 succrnato è adioonado, a respiração 
começa imediata mente e o ATP p sintetizado, A adiçao de cianeto (CN ), que bloqueia a transferência de elétrons entre a citocromo midase e 0 0& 
mrbe tanto a respiração quanto a síntese de ATP (b) Mitoc&ndrías sgp ridas com sucdnato respiram 9 sintetizam ATP apenas quando o ADP 9 □ P forem 
adicionados, A adiçáo subsequente de venturicldlna ou olrgomitina, inibidores da ATP sintase, bloqueia tanto a síntese de ATP quanto a respiração. 0 
diniírofenol (DNP) é um desacoplador v permite que a respiração continue sem a síntese de ATP 


gam à ATP sintase na mitocònrfria. í sscs compostos são poten- 
tes inibidores da sinlese de AÍP c Jj transferência de elétrons 
por meio dã cadeia de carregadora para oOj ( Fig. 19- 1 7b), Como 
já é conhecido qmr a 0 I 1 gomiona rcâo interage dirrtamente com 
os carregadores de elétrons, mas somente cotn a ATP smlase, a 
transferência de éétrons e a síntese de ATP são obrigatoriamen- 
te acopladas, isto ê, uma não ocorre sem a outra. 

A teoria qiúmiosmórica explica pnontamente a depentién- 
òi da síntese ie ATP na mitocòmlnd ilo transporte de elétrons. 
Quando o fluxo dc prótons para o interior da matriz através do 
canal de prótons da ATP sintas? é bloqueado (com oligomicina 
por exemplo)» nâo existe nenhum caminho para o retomo dos 
prótons para a matriz, e a contínua extrusüo de prótons, provo- 
cada pela atividade da cadeia respiratória, gera um grande gra- 
diente de prótons. A força próton motriz aumenta até que 0 custo 
(energia livre) do bombeamento de prótons para fora da matriz 
contra esse gradiente se iguale ou exceda a energia liberada pela 
transferência dos elétrons do NADH para o 0 ; . Nesse ponto, o 
fluxo de elétrons cessa» a energia livre do processo de fluxo de 
elétrons acoplado ao bombeamento dc prótons toma-se zero e 
o equilíbrio f estabelecido. 

Entretanto» certas condições e reagentes podem desacnplar 
a ou dação da fosforilação. Quando mitocòndrias intactas são 
rompidas COfn detergentes ou dsdhamenio físico. 05 fragmen- 
tos de membrana resultantes ainda podem catalisar a transfe- 
rência de elétrons do succmato ou NADH para a 0> mas ne- 
nhuma síntese de ATP é acoplada a rsu respiração» Certos com- 
postos químicos causam o desacoplá mento sem romper a 
estrutura mitocondrial. Entre os desacopbdores químicos estão 
incluídos o 2,4-dmiticsfenoÍ (DNP) c a carbonilçiar»eto-/MTÍ- 
fluormeloxjfenilidrazina (FCCP) I Tabela 19-4: Fíg. 19-18), am- 
bos ácidos fracos com propriedades hidfòíóbica*. À hidrofobi- 
cidade desses compostos permite que eles se difundam rapida- 
mente através da membraníi da mitocóndrk. Após entrarem na 
matriz mi tocondrial na forma prutumidu, des podem liberar um 
próton, dissipando assim 0 gradiente de prótons. Ionòforos, tais 
como ü valinomicina (veja Fig. 12-37: Tabela 19-4), permitem 
que tons inorgânicos passem facilmente através das membra- 
nas. Os ionóforos desacoplam a transferência de elétrons da fos- 
foriíaçào oxida tiva, dissipando a contribuição elétrica do gradi- 
ente eletroquimico através da membrana da mitocèndria. 



Figura 19-18 - Dois desacopladorcs químicos da fosforHaçio cuo- 

d jtiva Tanto o DfF como o FCCP possuem um próton rfmottMi f áo 
mulo hr±Dfot>CLH Eles carregam prótons através da membrana min> 
condriai interna. dissipando o grademe de prólons Eles também dna- 
c Optam a fotolosfcnlação (pág SS3} 


Sé o papel da transferência de elétrons na síntese dc ATP 
mitocondrial é apenas bombear prótons para criar o potencial 
da força próton motriz, um gradiente de prótons, criado arlifi- 
cíal mente, deveria ser capaz de substituir a transferência dc elé- 
trons para conduzir a síntese de ATP. Essa predição do modelo 
químiosmótico foi testada e confirmada experimental mente ( Fig. 
19-19). Mitocândrias manipuladas, de mudo a se impor uma 
diferença de concentração de prótons e uma separação de cargas 
através da membrana interna, sintetizam ATP na tmsimk 1 dt 
um íuiijfmfci cucÁftivd. A força próton motriz sozinha é suficien- 
te para conduzir a síntese de ATR 
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(b) 

Figura 19-19 - Evidência do papel do gradiente de próton na sín- 
tese de ATP. Um gradiente eíetroquímico imposto artificial mente co- 
manda a síntese de ATP na ausência de um substrato oxidável como um 
doadnr de elétrons. Nesse experimento de duas etapas, mitocôndrias iso- 
ladas são inicia Imente incubadas em um tampão de pH 9,0 contendo KCI 
0,1 M. (a) Um lento vazamento do tampão e do KCI para o interior da 
mitòcóndria eventualmente provoca um equilíbrio da matriz com o meio 
qrçunvizmho. Não estão presentes substratos oxidáveis, (b) As mrtoc&n- 
dnas sáo agora separadas do tampão de pH 9,0 e ressusqensas em um 
tampão de pH 7,0 contendo valinomidna, mas não KG A mudança de 
tampão cria uma diferença de duas unidades de pH através da membra- 
na interna da mitocôndria. O fluxo de K" para fora, sem o seu contra-ion 
é contra o seu gradiente de concentração, promovido pela valinomicina, 
cna um desbalanceamento de cargas através da membrana (matriz ne- 
gativa). A soma do potencial químico, devido à diferença de pH, com o 
potencial elétrico, devido à separação de cargas, ê uma força próton 
motriz suficientemente grande para suportar a sintese de ATP na ausên- 
cia de um substrato oxidãvel. 


A ATP síntase possui dois domínios funcionais, F ü e F 1 

A ATP sintase mitocondrial ê uma ATPase do tipo F {veja Fig, 
Í2-31c; Tabela 12-4), similar na estrutura e no mecanismo às 
ATP sintases de doroplastos e bactérias, E&se grande complexo 
enzimático da membrana mitocondrial interna catalisa a for- 
mação de ATP a partir de ADP e Pj acompanhado do fluxo de 
prótons do lado P para o N da membrana (Eq. 19-10). A ATP 
stntase, também chamada complexo V, apresenta dois compo- 
nentes distintos: F u uma proteína periférica de membrana, e F ot 
uma proteína integral de membrana, A letra o subscrita em F n 
significa sensível à oligomidna. F] foi o primeiro fator identifi- 
cado como essencial para a fosforilaçáo oxida Liva. Ele fot identi- 
ficado e purificado a partir da membrana mitocondrial interna 
por Effaim Racker e seus colaboradores no início dos anos 1960. 
In vitro , pequenas vesículas formadas a partir da membrana mí- 
tocondrial interna promovem a síntese de ATP acoplada à trans- 
ferência de elétrons, Quando F L é extraído cuidadosa mente des- 
sas vesículas, as vesículas “despojadas" ainda contêm as cadeias 
respiratórias intactas e a porção F„ da ATP sintase. Essas vesícu- 


las podem catalisar a transferência de elétrons do NADH para o 
0 2 , mas não podem produzir um gradiente de prótons: apre- 

senta um poro de prótons através do qual esses prótons vazam 
tão rapidamente quanto são bombeados pela transferência de 
elétrons e 5 sem um gradiente de prótons, as vesículas desprovi- 
das do componente F, não podem fazer ATP. Isoladamente, o 
componente F| catalisa a hidrólise do ATP (o reverso da síntese) 
e. por isso, foi oríginalmente chamado F L ATPase. Quando puri- 
ficado e adicionado âs vesículas “despojadas 1 ’ ele se reassocia ao 
componente F„, fechando seu poro de prótons e restaurando a 
capacidade da membrana de acoplar a transferência de elétrons 
e a síntese de ATP. 

O ATP é estabilizado em relação 
ao ADP na superfície de F 1 

Experimentos de troca isotópica, usando F, purificado, revelam 
um fato notável sobre o mecanismo catalítico da enzima: na sua 
superfície, a reação ADP + Pi ATP +■ J-hO è rapidamente 
reversível, isto é, a variação da energia livre para a síntese de ATP 
ê próxima de zero! Quando o ÀTP é hidrolisado por F| (o rever- 
so da síntese de ATP) em água marcada com ls O, o P| que é for- 
mado apresenta o átomo IB Q Medidas cuidadosas do teor de 
no Pj, formado m vitro pela hidrólise enzimática do ATP 
catalisada pela F|, revelam que o Pj contém não um, mas três ou 
quatro átomos de 1H Ü (Fig. 19-20). Isso indica que a ligação pi- 



Figura 19-20 - Mecanismo catalítico de Fg experimento de troca 

com 15 Õ. F‘ solubilizado de membrana mitacondriaÈ e incubado com ATP 
na presença de água marcada com 1& Q. Em Intervalos de tempo defini- 
dos, uma mostra ê retirada da solução e analisada para a incorporação 
do IEi Ü no P, produzido pela hidrólise do ATR Ém minutos, □ P apresenta 
três ou quatro ' a G, indicando .que tanto a hidrólise quanto a síntese do 
ATP ocorreram várias vezes durante o período de incubação. 
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mfbsfatd terminal do ÁTP ê quebrada e refeita repetidamente 
antes que o P| deixe a superfície da enzima. Com o P, livre para 
se movimentar em seu sitio de ligação, cada hidrólise insere ao 
acaso o LB 0 cm cada uma das quatro posições no P;. Essa reação 
de troca ocorre n<w complexos F^Fi nio energizados (sem ne- 
nhum gradiente de prótons) e com o complexo F| isolado, pots 
não requer aplicação de energia. 

Estudos cinéticos das velocidades de síntese e hidrólise do 
ATP confirmam a conclusão de que o AG™ para síntese do AT? 
na enzima é próxima de zero. Por meio de medidas de velocida- 
de de hidrólise (*i^ IOs J ) e smtcse (fc_i = lAs -1 ), * constante de 
equilíbrio calculada para a reação 

Eftf ATP Eni-{ADP + F*) 


fc 


k , 2 ÁS. = 

t ~ MT* 


A partir desta o AC" è próximo de zero, Isso contrasta com 
a K^da ordem de 10’ < AÍ7 D = -303k]/mol) para o AT? livre em 
solução l não na superfície da enzima). 

O que explica essa enorme diferença? A ATP síntase es- 
tabiliza o ATP em relação ao ADP +■ P; ligando mais fonemen- 
te o ATP e liberando energia suficiente para contrabalançar o 
custo de fazer ATP. Medidas cuidadosas das constantes de liga- 
ção mostram que a F,,F] liga o ATP com uma afinidade muito 
grande {K^ £ 10" W M) e o ADP com uma afinidade muito menor 
ÍKd * 1(T S M), Essa diferença no JQ corresponde a uma diferença 
de cerca de 40k|/mol na energia de ligação, e essa energia de liga- 
ção desloca o equilíbrio na direção da Formação do produto ATP, 


O gradiente de prótons direciona a 
liberação de ATP da superfície da enzima 

Embora a ATP sintase equilibre o ATP com o ADP + P, sinteti- 
zado de novo, o ATP não pode deixar a superfície da enzima na 
ausência de um gradiente de prótons. E esse gradiente de pró- 
tons que ajuda a enzima a liberar o ATP formado em sua super- 
fície. O diagrama de coordenadas de reação do processo (Fig* 
19-21) ilustra a diferença entre o mecanismo da síntese do ATP 
e aqude de vária* outras enzimas que catalisam reações ender- 
gftiwni- 

Para a síntese contínua de ATP, 3 enzima deve oscilar entre a 
forma que liga o ATP muito firmemente c a forma que libera o 
AT? Estudos químico* e cristaJográfkos da ATP rintase mos- 
traram a base estrutural para essa alternância de função. 


Cada subun idade p da ATP síntase pode 
assumir trés configurações diferentes 

A F| mítocondrial apresenta nove subunidades de cinco tipos 
diferentes, com a composição a Cada uma das três subo 
n idades P apresenta um sílio catalítico para a síntese do ATI* A 
determinação cristalográfica da estrutura de F, por Jnhrt H. 
Walker e colsbor adores revelou deialhes estruturais mui lo úteis 
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Figura 19-21 - Diagrama de coordenadas da reação para a ATT 

sintas* * um* * nu ma o pica Em u ma ração catalisada por uma wav 
ma típea (ã esquerda), alcançar o rtUòo de tran&çáo (?) entre o autstn- 
to e o produto è a maior barreira de energia a ser sobrepujada ife reação 
catalisada pela ATP sniase <A drota), a kbetação do ATP da enzima, e 
nâo a formação do ATP; è a maót barreira de energia Embcra a mudan- 
ça de energia trvre para a formação do ATR a pamr do ADR + R «n 
solução aquosa, seja grande e posdtva. a lorte ligação do ATP ã enzima 
garaniÉ* energia de ligação suíioerUe pata levar a energia do ATP ligado á 
enzima próxima àquela do ADP + P, Na superfte+e da enzima, a reação £ 
portanto rapidamente reversível e a constante de equilíbrio é aproxima- 
damente 1 A energia livre requerida para a liberação do ATP é garantida 
pela força próton motriz. 


para explicar o mecanismo catai (fico díi enzima. A parte de Fj. 
em forma de maçaneta é uma esfera achatada de Knm de altura t 
lOnm de espessura, consistindo cm subunidades a e fi alterna- 
das arranjadas semelhantemente aos gomo* de uma laranja (Fig. 
19- 2 2a, b n c). Os polipeptídeos que formam o caule na estrutura 
cristalina de F, estão arranjados assimet ricamente, com um do- 
mínio de uma única subun idade 7 que caracteriza uma haste 
que atravessa F^ e um outro domínio de y prima riamente asso- 
ciado a uma das três subunidades fi, designada ff- vazia { Fig. 19- 
22c). Embora a sequência de aminoácktos d** três subunidades 
fí se sm idênticas, as suas conformações são diferentes, em par- 
le, devido à associação da subunkiade f com apenas uma du 
três. As estruturas das subunidades òt c nio foram reveladas 
nesses estudos cristalografias. 

As diferenças conformadonais entre as subunidades j3 se 
ampliam para diferenças noi sitk» de ligação do ATT/ ADP. 
Quando os pesquisadores cristalizaram a proteína na presença 
de ADP e App{ N H )pç um análogo estrutural muito parecido com 
o ATP que não pode ser htdfolisado pela atividade ATFase de F L , 
o ittio de ligação de uma das Irfrs subunidades fl foi ocupado 
pelo AppíKHip, o segundo foi ocupado pdo ADP e o Lerceiro 
ficou vazio fFig. l9-22c), As correspondentes conformações da 
subun ida de J3 foram designadas fi-AT?, [i-ADP e p-vazia. 
diferença na ligação do nucleotlidco emre as três subunidades é 
critica para o mecanismo desse complexo. 
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O complexo F„ que constitui o poro de prótons é composto 
de três subunidades a, b e c em uma proporção ab 2 c ]iM2 . A subu- 
mdade c é um polipeptídeo pequeno (M t 8.000) muito hidrofó- 
bico, constituído fúndamen talmente por duas hélices transmem- 
brana, com uma pequena volta se projetando do lado da matriz 
na membrana. A estrutura cristalina da F^F, de levedura, dedu- 
zida em 1999, mostra o arranjo das subunidades c. Existem 10 
subunidades c nas leveduras, cada uma com duas hélices trans- 
membrana quase perpendiculares ao plano da membrana e ar- 
ranjadas em dois círculos concêntricos (Fig. 19-22d, e). O círcu- 
lo interior é composto das hélices aminoterminal de cada subu- 
n idade c. O circulo exterior, de cerca de 55Ã de diâmetro, é 
formado pelas hélices caboxiterminais. As subunidades £ e y de 
F| formam uma perna-e-pé que se projeta do fundo (membra- 
na) da F| e se apóia firmemente no anel das subunidades c. Um 
desenho esquemático (Fig. 19-220 combina a informação es- 
trutural dos estudos da F n Fi bovina e de levedura. 

A catálise rotadonal é a chave para o mecanismo 
de mudança de ligação para a síntese do ATP 

Baseado em detalhados estudos cinéticos e de associação de iigan- 
tes,da reação catalisada peia F^Fs, Paul Boyer propôs um mecanis- 
mo no qual os três sítios ativos de F, giram catalisando a síntese 
de ATP (Fig, 19-23). Uma subun idade p começa na conformação 
p-ADP, que liga ADP c Pi do meio circunvizinho. A subunidade 
muda então de conformação, assumindo a forma p-ATP, que Uga 
firmemente e estabiliza o ATP, efetuando um equilíbrio imediato 
do ADP +■ P L com o ATP na superfície da enzima. Finalmente, a 
subunidade muda para a conformação J3- vazia, que tem baixa afi- 
nidade pelo ATP, e o recém-sintetizado ATP deixa a superfície da 
enzima. Uma nova rodada da catálise começa quando essa subu- 
nidade assume a forma p-ADP e liga ADP e Pj, 



As mudanças conformadonais fundamentais para esse me- 
canismo são dirigidas pela passagem dos prótons através da por- 
ção F 0 da ATP sintase. À corrente de prótons através do “poro” F„ 
provoca a rotação do cilindro de subunidades c e da subunidade 
Y a ele ligada, ao redor do eixo da subunidade y, que é perpendi- 
cular ao piano da membrana, A subunidade 7 atravessa o centro 
do esferóide que é mantido estacionário em relação à su- 
perfície da membrana pelas subunidade b 2 e fi (Fig. 19-22f). A 
cada 1 20° de rotação, 7 entra em contato com uma subunidade 
[J diferente e esse contato força essa subunidade fl a assumir a 
conformação p- vazia. 

As três subunidades p interagem de tal modo que, quando 
uma assume a conformação fi- vazia, a sua vizinha de uni lado 
deve assumir a forma p-ADP, e a outra vizinha, a forma p-ATP. 
Desse modo, uma rotação completa da subunidade 7 provoca 
uma mudança da subunidade p nas três conformações possíveis 
e, a cada rotação completa, três ATP são sintetizados e liberados 
na superfície da enzima. 


Uma forte predição desse modelo de mudança de ligação é 
que a subunidade y deve rodar em uma direção quando F^Fj 
está sintetizando ATP, e, na direção oposta, quando a enzima 
está hidrolísando ATP. Essa predição foi confirmada por meio 
de experimentos elegantes nos laboratórios de Masamitsu Yoshi- 
da e Kazuhiko Kinoshita jr. A rotação de y em uma única molé- 
cula de Ft foi detectada microscopicamente ligando-se um lon- 
go, fino e fluorescente polímero de actina ã y e a aguardando a 
mover-se em relação à a 3 p 3 imobilizada em uma lâmina de mi- 
croscópio, à medida que 0 ATP era hidrolisado. Quando todo 0 
complexo F íh F, (e não apenas F,) fbi usado em um experimento 
similar, o anel de subunidade c girou com 7 (Fig. 19-24). A “has- 
te'* girou na direção prevista de 360°. A rotação não foi tão regu- 
lar, mas ocorreu em três discretos passos de HO 13 . Conforme já 
calculado a partir da velocidade de hidrólise do ATP por uma 
molécula de Fj e o arraste friccionai no longo polímero de acti- 
na, a eficiência desse mecanismo em converter energia química 
em movimento é quase 100%. Segundo Boyer, ela é “"uma es- 
plêndida máquina molecular”. 

O acoplamento q ui mi os mó tico acarreta uma 
estequiometría não inteira de consumo de Oi e 
síntese de ATP 

Antes da aceitação geral do modelo quimiosmótico para a fos- 
forilaçâo oxidativa, assumia-se que a equação da reação global 
teria a seguinte forma: 

ADP + + x(^)0 3 + xH + + xNADH + ATP + xH 2 Q + *NAP f (19-11) 

onde o valor de x, às vezes chamado razão P/O ou razão P/2e“, 
sempre era um número inteiro, Quando mitotôndrias intactas 
são suspensas em uma solução contendo um substrato axidável 
tal como o succinato ou NADH e é fornecido 0 2 , a síntese de 
ATP, bem como a diminuição do 0 2 , podem ser medidas ra- 
pidamente. Entretanto, a medida de P/G é complicada pelo fato 
de que a mitocóndria intacta consome ATP em muitas reações 
que ocorrem na matriz e consome Oj para propósitos outros 
que não a fosforilaçâo oxidativa. A maioria dos experimentos 
produz razões P/O (ATP para ]Oj) maiores que 2, quando 0 
NADH é o doador de elétrons, e maiores que 1 , quando o succi- 
nato é o doador. Considerado-se que P/O deve ser um valor in- 
teiro, a maioria dos pesquisadores concorda que a razão P/O 
deveria ser 3 para o NADH e 2 para 0 succinato. Durante anos, 
esses valores foram encontrados em artigos de pesquisas e em 
livros- texto. 

Com a introdução do paradigma quimiosmótico para 0 
acoplamento da síntese do ATP à transferência de elétrons, não 
existe nenhum requisito teórico para a razão P/O ser inteira. As 
questões relevantes sobre a estequiometria tomam -se: quantos 
prótons são bombeados para fora por meio da transferência de 
elétrons de um NADH para oOje quantos prótons devem en- 
trar por meio do complexo FçTi para proporcionar a síntese de 
uma molécula de ATP? A medida do fluxo de prótons é tecni- 
camente complicada. Deve-se levar em consideração a capacida- 
de Lamponante da mitocóndria, o vazamento não produtivo de 
prótons através da membrana interna e o uso do gradiente de 
prótons para funções diferentes da síntese de ATP, como, por 
exemplo, 0 transporte de substratos através da membrana mi- 
tocondrial (descrito a seguir). O valor de consenso para os pró- 
tons bombeados para fora por par de elétrons é 10 para 0 NADH 
e 6 para 0 succinato. O valor experimental mais aceito para o 
número de prótons requeridos para proporcionar a síntese de 
uma molécula de ATP é 4, dos quais 1 é usado para transportar 
Pj, ATP e ADP através da membrana mitocondrial (veja a se- 
guir). Se 10 prótons são bombeados para fora por molécula de 
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Figura 19-22 (continuação) - (e) Estrutura da F n F, de levedura vista a partir da base na direção do lado P para o lado N. As estruturas maiores, 
visíveis nesta secção transversal, são as duas helices transmembrana de cada uma das dez subumdadesc arranjadas em círculos concêntricos, (f) 
Estrutura do complexo F-F n deduzida a partir de estudos bioqulrmcos ecristalogrãficcB. As duas subunidades b de F n se associam firmemente às 
subunidades a e p de Fs, mantendo-as fixas em nelaçáo à membrana Em F,-„. o cilindro de subun idades c. embebido na membrana, está ligado 
á haste constituída pelas subunidades y e c, de F A medida que os prótons fluem através da membrana do lado p para o lado n, via F a , o cilindro 
e a haste rodam s as subunidades p de Fi mudam de conformação ã medida que a subunidade y se associa a cada uma delas. 



Figura 19-23 - Modelo da mudança de ligação para a ATP sintase O complexo I- , tem três sitios não equivalentes para a ligação dos 
nudeotideos de adenina, um para cada par de subunidades n e fl. Em um dado momento-, um desses sítios está na conformação p-ATP (que 
liga ATP firmemente), um segundo está na conformação p-ADF (ligação fraca) e um terceiro está na conformação p-vazia (ligação mudo 
fraca). A força próton motriz provoca a rotação da haste central (a subunidade y r mostrada como uma seta verde) que entra em contato com 
cada um dos pares de subunidades ctp sucessivamente, isso acarreta uma mudança conform acionai cooperativa, na qual o sítio JJ-ATP é 
convertido na conformação p-vazia e o ATP è liberado, O sitio p-ADP é convertido na conformação p-ATP que promove a condensação de 
ADP 4 P, ligados a ela r para formar ATP. A conformação (i-vazia se transforma em um sitio jl-ADP, que liga fracamente ADP e P provenientes 
do sotoente. O modelo r baseado em resultados experimentais, requer que, pelo menos, dois dostrãs sittos catalíticos se alternem em ativida- 
de. 0 ATT não pode ser liberado de um sitio se e até que ADP e P, estejam ligados ao outro sítio. 
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Fígurj 1 9 24 - Demonstração experimental da rolado d* F # * y F ( , geneticamente construída, comendo um certo número de resíduos 
de Hte, adere firmemente a uma lâmina de microscópio coberta com um complexo de W. a biotina é ligada cotraleroemente i subumdacfe c, 
A proteína avidma, que se liga firmemente â biotina, é ligada covaterrttmente a longos filamentos de actiru marcados com uma sonda 
fluorescente. A ligação da biotina â avidina une os filamentos de aclina com a subunidade c. Quando o ATP é adicionado para estimular a 
atividade ATPase da F-,. observa-se o filamento marcado girar contmuamente em uma direção, demonstrando que o cilindro de subumdades 
c de F 0 gira. Em outro experimento fnSo mostrado), a ligação do filamento de actma direta mente na subun idade y mostrou que ela também 
gira. Provavelmente, o cilindro e a haste se movem como uma unidade 


NADH l" 4 devem entrar para produzir um ATP, a razão EVO 
baseada em prótons é 2,5 para o NADH como doador de elétrons 
e 1 ,5 (6/4) para o suee inato. Serão usados os valores de P/O de 
23 e 13 ao longo deste Livro, mas os valor» 3,0 e 2.0 ainda sâo 
encontrados na literatura bioquímica. A palavra final acerca da 
estequiomema ác prótons provável mente não será recttU ate 
que os ilclalhes completos do mecanismo de reação da se- 
jam conbecidosv 

A força próton motriz energiza o transporte ativo 

Embora o pjpd primário do gradiente de prótons na mitocón- 
dria é fornecer energia para a síntese do ÀTP, a força próton 
motriz também comanda vários processos de transporte essen- 
ciais à fosfonlaçáo oxuiativa, A membrana mitotondruJ interna 
gerahrierite t Lmpemneávd a espécies carregadas, enceto para doi$ 
sistemas «pettfko* da membrana, o transporte de ADR e R , para 
dentro da matriz e o do ATP para fora, no ritosol i Fig, 19-25), 

A adenina nucleotídeo translocase, embebida na rnembra- 
na inferna, liga o ADR V no espaço iotermembranoso c o IraitS' 
porta para a matriz, trocando-o com uma molécula de ATP*", 
que é transportada simultaneamente para fora (veja Fig. 14-1 
para as formas iónicai do ATP e ÀDPh Como esse contraíram, 
porte desloca quatro cargas negativas para fora, para cada trés 
transportadas para dentro, sua atividade é favorecida pelo gra- 
diente ektroquímico I rans membrana, que acarreta uma carga 
negativa líquida à matriz. A força próton motriz direciona a tro- 
ca ATP- ADft A adenina nucleotídeo translocase é especificamente 
inibida pelo atractilosídeo, um glkosídeo tóxico formado por 
uma espécie de cardo, Se o transporte de A DP para dentro da 
mitocóndria e o do ATP para fora é inibido, o ATP citosólico 
não pode ser regenerado a partir do ADP, explicando a toxicida- 
de do atractilosídeo (Tabela 19-4). Um segundo sistema de trans- 
porte de membrana essencial para a fostbr ilação oxida ti va é a 
fosfato translocase, que promove o co- transporte de um FLjPOl 



Figura 19-25 - Adeni na nudeofídeo e fosfato translocases Os sis- 
temas de transporte da membrana mitocondrial interna transportam ADP 
e P, para dentro da matnz e o ATP recèm-sintelizado para o dtosol. A 
ademna nudeotídeo translocase é uma contra transportadora, isto é, a 
mesma proteína desloca o ADP paia dentro da matriz e o ATP para fora 
Q efeito de substituir o ATp 1 peio ADP* é o etluxo liquido de uma carga 
negativa, que é favorecida pela diferença de carga através da membrana 
interna (lado externa positivo) Ém pH 7,0, o p està presente comp HPQ|" 
e HjPO*, e a fosfato translocase é específica para o HjPÕi. Não há fluxo 
líquido de carga durante o co-transporte do HPOi* e H", mas a conceiv- 
tração relat ivamente baixa de prótons na matriz favorece o movimento 
dos tons H 4 " p^ra dentro Assim, a força próton motriz é responsável pelo 
fornecimento de energia tanto para a síntese do ATP como para o trans- 
porte de substratos (ADP e P.) para dentro e o produto (ATP) para fora da 
matnz mitocondríal, 


e um H 4 para dentro da matriz Esse processo de transporte tam- 
bém é favorecido pelo gradiente de prótons transmembrana (Fig. 
19-25). Qbserveque ele requer um próton para se mover do lado 
P para o lado N da membrana interna, consumindo uma parte 
da energia do transporte de elétrons. 

Sistemas de lançadeiras são requeridos para a 
oxidação mitocondrial do NADH dtosólico 

A NADH desidrogenase da membrana mitocondrial interna das 
células animais pode aceitar elétrons apenas do NADH na ma- 
triz. Sabendo que a membrana interna não é permeável ao 
NADH, como o NADH gerado pela glicólise, no citoplasma, pode 
ser reoxídado a NÂD + pelo 0 2 via cadeia respiratória? Sistemas 
especiais de lançadeiras transportam os equivalentes redutores 
do NADH dtosólico para dentro da mitocòndria por uma via 
indireta. A lançadeira de NADH mais ativa, que fiineíona nas 
mitocòndria* do fígado, do rim e do coração, é a lançadeira 
ma lato -aspar tato (Fig. 19-26). Os equivalentes redutores do 
NADH dtosólico são inicialmente transferidos ao oxaloacetato 
dtosólico produzindo malato, peia ação da malato desidroge- 
nase citosólka. O malato formado passa através da membrana 
interna para a matriz, por meio do transportador malato -a-oe- 


toglutarato. Na matriz, os equivalentes redutores são passados 
para o NAD + , pela ação da malato desidrogenase matricial, for- 
mando o NADH. Esse NADH pode então transferir os seus elé- 
trons diretamente para a cadeia respiratória. Cerca de 2,5 molé- 
culas de ATP são geradas à medida que esse par de elétrons é 
transferido para o 0 2 . 0 oxaloacetato dtosólico deve ser regene- 
rado por meio de reações de transaminação para a atividade dos 
transportadores de membrana começar um outro eido. 

O músculo esquelético e o cérebro utilizam uma lançadeira 
de NADH diferente, lançadeira do glicerol-3-fosfato (Fig. 19- 
27). Ela difere da lançadeira malato- aspar tato pdo fato de ceder 
os equivalentes redutores do NADH (via ubiquinona) para o 
complexo III e não o I (Fíg. 19-8), fornecendo, assim, energia 
suficiente para sintetizar apenas 1,5 molécula de ATP para cada 
par de elétrons. 

As mitoeòndrias das plantas superiores possuem uma 
NADH desidrogenase orientada ejcíemdoíeíjíe, que pode trans- 
ferir os elétrons diretamente do NADH dtosólico para a cadeia 
respiratória, no nível da ubiquinona. Uma vez que essa via desvia 
esses elétrons da NADH desidrogenase e do movimento de pró- 
tons a ela associado, a produção de ATP a partir do NADH dtosó- 
lico é menor que a do NADH gerado na matriz (Adendo 19- 1 ). 



membranas 
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Transportador 
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Figura 19-26 - A lançadeira malato-aspartato. Essa lançadeira para transportar equivalentes redutores do NADH dtosólico para a matriz mitocon- 
drial é usada no fígado, nos rins e no coração. 0 O NADH dtosólico (espaço mtermembranoso) cede dois equivalentes redutores para o oxaloacetato, 
produzindo malato. 0 0 malato é transportado através da membrana interna pelo transportador malato-rt-cetogiutarato. 0 Na matriz, o malato 
cede dois equivalentes redutores ao NAD^eo NADH resultante è oxidado pela cadeia respiratória. O oxaloacetato formado a partir do malato não pode 
passar direta mente para o citosof Ele primeira mente é transam mado a aspartato 0, que passa pa-ra o otosol por mero do transportador glutamato 
aspartato © Q oxaloacetato é regenerado no citosol ©, completando o ciclo. 
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Figura 19-27 - A lançadeira glicerol-3-fosfato Esse meio alternativo 
de desfocar equivalentes redutores do citosol para a matriz mitocondrial 
opera no músculo esquelético e no cérebro. No citosaf a diidraxiacetona 
fosfato aceita dois equivalentes redutores do NADH em uma reação cata- 
lisada pela gliceroi-3-fosfato desidnogenase citosólica. Uma isoenzima da 
güicerol-3-fosfato desidrogenase, ligada á superficie externa da membra- 
na interna, transfere dois equivalentes redutores do gficerol-3-fosfato lo- 
calizado no espaço intermembranoso até a ubiquinona. Observe que esta 
lançadeira nâo envolve sistema de transporte através da membrana. 


Regulação da Fosforilação Oxidativa 

A fosforilação oxidativa produz a maioria do ATP produzido 
nas células aerébicas, A oxidação completa de uma molécula de 
glicose atéC0 2 produz 30 ou 32 ATP (Tabela 19-5), Por compa- 
ração, em condições anaeróbkas (fermentação láctica), a glicó- 
iise produz apenas dois ATP por glicose. Assim» o surgimento 
da fosforilação oxidativa acarretou um tremendo aumento na 
eficiência energética do catabolismo. A oxidação completa do 
paJmitoil-CoA, até C0 3 , que também ocorre na matriz mito- 
condrial, produz 108 ATP por palmitoil-CoA (veja Tabela 17- 
1). Um cálculo similar pode ser feito para o ATP produzido pela 
oxidação de cada um dos aminoácidos (Capítulo 18). As vias de 
oxidação aeróbicas que resultam na transferência de elétrons para 
o 0 5 são responsáveis pela maior parte do ATP sintetizado no 
catabolismo. Desse modo, a regulação da produção de ATP pela 
fosforilação oxidativa para garantir as necessidades flutuantes 
da célula por ATP é absolutamente essencial. 


Tabela 19-5 - Produção de ATP a partir da oxidação completa da 
glicose 


PTOW550 

Produto direto 

ATP final 

Glícdlise 

2 NADH (citosólico) 

3 ou 5* 


2 ATP 

2 

Oxidação do piruvato 

2 NADH 


(dois por glicose) 

{matriz mitocondrial) 

5 

Oxidarão do acetil-CoA 

6 NADH 

15 

no ciclo do ácido cítrico 

(matriz mitocondrial) 


(dois por glicose) 

2 FADHí 

3 


2 ATP ou 2 GTP 

2 

Produção total por glicose 


30 ou 32 


■*0 núfnero deqendé dó tipo do sistema de lançadeira que transfere equivalen- 
tes redutores na mítocòndria. 


A fosforilação oxidativa é regulada palas 
necessidades energéticas celulares 

A velocidade da respiração (consumo de 0 ; ) na mítocõndria é 
rigorosamente regulada. Ela geralmente é limitada pela disponi- 
bilidade do ADP como substrato para a fosforilação. A depen- 
dência da velocidade de consumo de 0 3 em relação â disponibi- 
lidade do aceptor de ? yt o ADP (veja Fig. 19- 1 7b), chamada con- 
trole aceptor da respiração pode ser dramática. Em alguns tecidos 
animais, o quociente do controle aceptor, a razão entre a veloci- 
dade máxima do consumo de 0 3 induzida pelo ADP e a veloci- 
dade basal na ausência do ADP é pelo menos 10, 

A concentração intracelular do ADP é uma medida doesta- 
do energético das células. Uma outra medida relacionada é o 
quociente da ação das massas do sistema ATP- ADP: jATP]/ 
([ADP] [Pi]). Normalmente esse quociente é muito alto, de tal 
modo que o sistema ATP- ADP está quase totalmente fosforila- 
do. Quando a velocidade de algum processo que requer energia 
{ si n tese de proteínas, por exemplo) aumenta, a velocidade de 
transformação do ATP em ADP e Pj aumenta, diminuindo o 
quociente da açào das massas, Com mais ADP disponível para a 
fosforilação oxidativa, a velocidade da respiração aumenta, pro- 
vocando a regeneração do ATP, Isso continua até que o quocien- 
te da ação das massas retome ao seu alto nível normal, instante 
em que a respiração diminui novamente, A velocidade da oxida- 
ção dos combustíveis celulares é regulada com tal sensibilidade 
e precisão que o quociente [ATP3/([ADP][P;]) varia apenas li- 
geiramente na maioria dos tecidos, mesmo durante variações 
extremas na demanda energética. Em resumo, o ATP é formado 
tão rapidamente quanto é usado nas atividades celulares que re- 
querem energia. 

As mitocòndrías desacopladas no 
tecido adiposo marrom produzem calor 

Há uma extraordinária e instrutiva exceção á regra gerai de que 
a respiração diminui quando o suprimento de ATP é adequado. 
A maioria dos mamíferos recém-nascidos, incluindo o homem, 
apresenta um tipo de tecido chamado tecido adiposo marrom, 
no qual a oxidação dos combustíveis cm vez de pmduzir ATP 
serve para gerar calor para manter o recém-nascido aquecido. 
Esse tecido adiposo especializado é marrom devido a presença 
de um grande número de mitncõndrias e, portanto, de grandes 
quantidades de citocromos, cujos grupos heme absorvem in- 
tensamente a luz visível. 

As mitocòndrías do tecido adiposo marrom sio similares 
àquelas de outras células dos mamíferos em todos os aspectos, 
exceto que elas apresentam uma notável proteína em suas mem- 
branas internas. A termogenina, também chamada de proteína 
desa copiadora (Tabela 19-4), proporciona uma via para os pró- 
tons retornarem à matriz sem passar pelo complexo F (f Fj (Fig. 
19-28). Como resultado desse desvio de prótons, a energia da 
oxidação não é conservada pela formação do ATP mas é dissipa- 
da como calor, que contribui para manter a temperatura corpo- 
ral do recém- nascido. Os animais que hibernam também de- 
pendem das mitocòndrías desacopladas do tecido adiposo mar- 
rom para gerar o calor durante o longo periodo de dormência 
(veja Adendo 17-1), 

As vias de produção do ATP são 
reguladas de uma maneira coordenada 

As principais vias ca ta bélicas possuem mecanismos regulado- 
res coordenados e ajustados, que lhes permitem funcionar eon- 
j untam ente de uma maneira econômica e auto^ reguladora para 
produzir ATP e os precursores biossintéticos. As concentrações 


Espaços entre 
membranas 


Matriz 
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Proteína 

desacopladora 

(termogenina) 


Calor 


Figura 19-20 - Geração de calor pela mitocândria desacoplada. A 

proteína desacopladora (termogenina) das mitocõndrias do tecido adi- 
poso marrom, fornecendo uma via alternativa para os prótons reentra- 
rem na matriz mitocondrial, faz com que a energia conservada pelo bom- 
beamento dos prótons seja dissipada como calor, 


relativas de ÀTP e ADP controlam não apenas as velocidades da 
transferência de elétrons e a fosforilação oxidativa, mas também 
as velocidades do ciclo do ácido cítrico, a oxidação do piruvato e 
a glicólise (Fíg. 19-29). Toda vez que o consumo de ATP aumen- 
tar a velocidade da transferência de elétrons e da fosforilaçio 
oxidativa aumenta. Simultaneamente, a velocidade da oxidação 
do piruvato via eido do ácido cítrico aumenta, eíevando dessa 
forma o fluxo de elétrons na cadeia respiratória. Esses eventos 
podem, por sua vez, provocar um aumento na velocidade da gli- 
cólise, aumentando a velocidade da formação do piruvato. Quan- 
do a conversão do ADP em ATP diminui a concentração do ADE, 
o controle aceptor diminui a transferência de elétrons e. portan- 
to, a fosforilação oxidativa. À glicótise e o ciclo do ácido cítrko 
também diminuem, uma vez que o ÀTP é um inibidor alostéri- 
co da fosfofrutoquinase-1 (veja Fig. 15-18) e da piruvato desi- 
drogenase (veja Fig, 16-15). 

A fbsfofrutoquinase- 1 é inibida não apenas pelo ATI 3 , mas 
pdo dtraiOj o primeiro intermediário do ciclo do ácido cítrico. 
Quando o ciclo está “ocioso*, o citrato acumula-se dentro da 
mitocândria e então extravasa para o citoplasma. Quando as 
concentrações do ATP e do citrato estão elevadas* elas produzem 
uma inibição alostérica combinada da fosfofrutoquinase- 1, que 
è maior que a soma dos seus efeitos individuais, desacelerando a 
glicólise. 
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Figura 19-29 - Regulação das vias produtoras de AT? Este diagrama 
mostra a regulação coordenada da gücúlise. da oxidação do piruvato, do 
ciclo do ácido cítrico e fosforilaçáo oxidativa pelas concentrações relati- 
vas do ATP, ADP e AMP e pelo NADH. Altas f ATP] (ou baixas [ADPf e 
(AMP]) produzem baixas taxas da glicóhse, oxidação do piruvato, oxida- 
ção dg acetato via cicfo do ácido cítrico e fosforilação oxjdativa, Todas 
essas quatro vias são aceleradas quando a utilização do ATP e a formação 
do ADR AMP e P| aumentam. A coordenação da glitòlise e do ciclo do 
áddo cítrico pelo citrato que inibe a glicòHse suplementa a ação do sistema 
da adenina nucleotideo. Além disso, níveis elevados de NADH e de acetil- 
CoA também inibem a oxidação do piruvato a acetií-CoA. Quocientes 
[NADHl/lNAD 4 "] elevados inibem as reações das desidrogenases do eido 
do ácick> cítrico {veja Fig. 16-15). 



Mutações nos genes mitocondriais 
causam doença humana 

As mitocôndrias possuem o seu próprio genoma, uma molécu- 
la circular de DNA de dupla fita. O cromossomo mitocondrial 
humano (Fig. 19-30} contém 37 genes (16.569 pares de bases), 
incluindo 1 3 que codificam proteínas da cadeia respiratória (Ta- 
bela 19-6}. Os genes restantes codificam moléculas de RNA ri- 
bossômico e de transferência, essenciais para a maquinaria sin- 
tetizadora de proteínas da mitocòndria. Muitas das proteínas 
mitocondriais estão codificadas por genes nucleares, sintetiza- 
dos nos ribossomos citoplasmáticos e, então, importados pós- 
translacionalmente e montados dentro da mitocòndria (veja Fig. 
27-39). 

Um crescente número de doenças humanas pode ser atribuí- 
do a mutações nos genes mitocondriais. Essas doenças são inva- 
riavelmente herdadas da mãe, uma vez que todas as mitocôndrias 
de um embrião em desenvolvimento são derivadas do óvulo da 
mãe. Uma doença rara chamada ncuropatia óptica hereditária 
de Leber (LHON) afeta o sistema nervoso central, incluindo os 
nervos ópticos, causando a perda bilateral da visão no Início da 
maioridade. Uma única base alterada no gene mitocondrial ND4 


Tabela 19-6 - Proteínas respiratórias codificadas pelo cromossomo 
mitocondrial humano 


Complexo 

Numero 

total de 
subun idades 

Número de subunidades 
codificadas pelo 
DNA mitocondrial 

1 NADH desidrogenase 

>25 

7 

El Sucdnato desidrogenase 

4 

0 

Hl Ubiquinona citocromo 
c oxidorredutase 

9 

1 

kV Citocromo oxidase 

13 

3 

V ATPsintase 

12 

2 


(Fig, 19-30a) provoca a troca de um resíduo de Arg por um de 
His na cadeia polipeptídica do complexo 1 e o resultado é uma 
mitocòndria parcialmente deficiente na transferência de elétrons 
do NADH para a ubiquinona. Embora essas mitocôndrias pos- 
sam produzir algum ATP por meio da transferência de elétrons 
do succinato, elas aparentemente não podem suprir ATP sufici- 
ente para suportar o metabolismo muito ativo dos neurônios. 
Como conseqüéncia, o nervo óptico é lesado, levando à ceguei- 
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Figura 19-30 - Ganas mitocondriais e mutações (a) Mapa do ONA mitocondrial humano, mostrando os genes que codificam as proteínas do 
complexo I, a NADH desidrogeoase (ND? a M76); o citocromo b do complexo III (Ot Jb); as subuóidades da àtoenomo oxidase (complexo IV) (CÜía CQlíl} 
e duas sub unidades da ATP sintase (ATFa se 6 e ATPase d). As cores dos genes correspondem àquelas dos complexos mostrados na Figura 19-7, 
Também estão incluídos os genes para os RN As ribossômicos irfíNA) e para vários RN As de transferência específicos para mitocôndna A especificidade 
dos RNAsde transferência ítRNA) está indscada pelos códigos de uma letra para os aminoáddos. As setas indicam as posições das mutações causadoras 
da neuropatia óptica hereditária de Leber (LHON) e a epilepsia miodônica e a doença da fibra vermelha rasgada (MERRF). Os números entre parênteses 
indicam a posição nos nudeotídeos alterados (o nucleotídeo número 1 está no topo do círculo), (b) Micrografia eíetrômea de uma mitocòndria anormal 
tjü músculo de um indivíduo com MERRF, mostrando as inclusões de proteínas paracristalinas algumas vezes presentes na mitocòndria mutante. 
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ra. Uma única mudança de base no gene mitocondrial paradto- 
cromn b , um componente do complexo II), também produz 
LHON demonstrando que a doença resulta de uma redução ge- 
ral da função mitocondrial e não especifica mente de um defeito 
no transporte de elétrons através do complexo I. 

Epilepsia mioclônka ou doença da fibra vermelha rasgada 
(MERRF) é causada por uma mutação no gene mitocondrial que 
codifica um tRNA específico para leucina (leucina-tRNA). Essa 
doença, caracterizada por um espasmo muscular in controlável, 
aparentemente resulta da produção defeituosa de várias proteí- 
nas sintetizadas usando os tRMA mitocondriais. As fibras muscu- 
lares esqueléticas de indivíduos com MERRF possuem mitocón- 
drias de forma anormal que algumas vezes contém estruturas 
paratristalinas (Fig. 19- 30b), Mutações no gene de leucina-tRNA 
mitocondrial são uma das causas do desencadeamento do dia- 
betes melito em adultos. Outras mutações nos genes mítocon- 
driais são consideradas responsáveis peia fraqueza muscular pro- 
gressiva que caracteriza a miopatia mitocondrial, bem como o 
crescimento e a deterioração do músculo cardíaco (cardiomio- 
patia hipertrófka), De acordo com a hipótese das mudanças pro- 
gressivas que acompanham o envelhecimento, o acúmulo de 
mutações no DNÀ mitocondrial, durante uma vida de exposi- 
ção a agentes que danificam esse DNA, resulta em uma míto- 
còndria que nâo pode produzir ATP eficientemente para uma 
função celular normal. 

As mitocòndrias provavelmente surgiram 
de bactérias endossimblóticas 

O fato de a mitocôndria conter o seu próprio DNA, ribossomos 
e tRNÀ suporta a teoria da sua origem endossimbiótica (veja 
Fig. 2-15). Essa teoria supõe que os primeiros organismos capa- 
zes de realizar o metabolismo aeróbico, incluindo a produção 
de ATP ligada à respiração, seriam procariotos. Os eucariotos 
primitivos que viviam anaerobicamente (por fermentação) ad- 
quiriram a habilidade de realizar a fosforÜação oxidativa quan- 
do estabeleceram uma relação simbiótica com bactérias que vi- 
viam no seu citosol. Depois de muita evolução e da movimenta- 
ção de muitos genes bacterianos para o núcleo do eucarioto 
''hospedeiro”, a bactéria endossimbionte eventual mente se tor- 
nou mitocôndria, 

Essa teoria pressupõe que os primeiros procariotos de vida 
livre tinham a maquinaria enzím ática para a fosfor ilação oxida- 
tiva. Ela prediz que os seus descendentes procariotos modernos 
apresentam cadeias respiratórias muito parecidas com as dos eu- 
cariotos modernos. De fato, eles apresentam. As bactérias aeró- 
bieas realizam a transferência de elétrons ligados ao WAD dos 
substratos até o O;, acoplada à tbstbrilação do ADP citosólico. 
Aí dtíidrogenases estão localizadas no citosol das bactérias e a 
cadeia respiratória está na membrana plasmática. Os transpor- 
tadores de elétrons são semelhantes a alguns carregadores de elé- 
trons da mitocôndria (Fig. 19-31). Elestranslocam prótons para 
fora através da membrana p! asm ática à medida que os elétrons 
são transferidos para o 0 3 . Bactérias como a Escherkhia coli 
possuem complexos F íf F| na membrana plasm ática: a parte F L 
estende-se para o citosol c catalisa a síntese de ATP a partir do 
ADP e Pj, à medida que os prótons retomam para dentro da 
célula através do canal de prótons da F (h . 

A extrusâo de prótons ligada ã respiração, por meio da mem- 
brana plasmática da bactéria, proporciona a força motriz para 
outros processos. Certos sistemas de transporte em bactérias 
realizam a captação de nutrientes extracelulares (lactose, por 
exemplo) contra um gradiente de concentração, em um CO- trans- 
porte com os prótons (veja Fig. 12-35). O movimento rotatório 



NADH, sucdnalo 
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Figura 19-31 - Cadeia respiratória das bactérias. Estão mostrados os 
carregadores da membrana interna da E. coii '. A Eubactêria apresenta 
uma forma mínima do complexo i, contendo todos os grupos prostáficos 
normalmente associados ao complexo mitocondrial, mas apenas 14 poh- 
peptídeos. Esse complexo da membrana plasmática transporta o NADH 
para a ubiquinona ou menaquinona, o equivalente da ubiquinona na 
bactéria, enquanto bombeia prótons para fora, criando assim um poten- 
cial eletroqulmico que governa a síntese do ATP. 



Figura 19-32 - Rotação do flagelo da bactéria pela força próton 
motriz. A haste e os anéis na base do flagelo constituem um motor 
rotatório que tem sido chamado de "'turbina de prótons". Os prótons 
ejetados pela transferência de elétrons fluem de volta para a célula por 
meio da "turbina", provocando rotação da haste rio flagelo Esse movi- 
mento difere fundamentalmente do movimento do músculo ou do flage- 
lo e dEio dos eucariotos, em que a fonte de energia é a hidrólise do ATT. 


dos flagelos das bactérias é dotado de '"turbinas de prótons”, 
motores rotatórios, moleculares impulsionados não pelo ATP, 
mas diretamente pelo potencial eletroquimico transmembrana 
gerado peto bombeamento de prótons ligados à respiração (Fig. 
19-32). É muito provável que o mecanismo quimiosm ótico sur- 
giu antes do aparecimento dos eucariotos. 



FOTOSSfNTESE: 

CAPTURA DA ENERGIA LUMINOSA 

Passamos agora para uma outra seqüênda de reações na qual o 
fluxo de elétrons está acoplado à síntese do ATP: a fosforilação 
comandada pela luz. A capiaçlo da energia solar pelos organis- 
mos fbtossintetiiadorrs e a sua conversão em energia química 
de compostos orgânicos reduzidos é a fome fundamental de 
quase toda energia biológica. Os organismos, folossintetizado- 
res e os heterotróficos vivem em um estado estacionário balan- 
ceado na biosfera (Fig. 19-33). Os organismos fotossimetizado- 
res captam a energia solar e sintetizam ATP e NADPH, que usam 
como fome de energia para sintetizar carboidratos c outros com- 
postos orgânicos a partii de CO; e HA Simultaneamente, eles 
liberam Q, na atmosfera. Os helerotróficos aeróbicos tos hu- 
manos, por exemplo) usam o O» *s*im formado para degradar 
os produtos orgânicas energeticamenle rico* da fotossintese até 
COj p HjO, gerando ATP para as suas próprias atividades. O 
CO, formado pela respiração no* heteroiróficos retorna à at- 
mosfera* para ser usado novameme pelos organismo* fotossin- 
lenzadore*. Dessa forma, a energia solar fornece a força impul- 
sionadora para a rerickgem contínua do CÜj c Dj atmosférico 
por meio da biosfera e fornece os substratos reduzidos (com- 
bustíveis}, como a glicose, da qual dependem os organismos que 
não fazem fotosslntese. 



Figura 19-13 - A energia solar è a fonte fundamentai de toda energia 
brcilógica. Os organismos fotossintetnadores usam a energia do Soí para 
produzir glicose e outros produtos orgámeos que as células heterotrófi- 
eas usam como fontes de carbono e energia. 


A fotossíntese ocorre em uma grande variedade de bacté- 
rias e eucanotos unicelulares (algas), bem como cm plantas su- 
periores. Embora nesses organismos o processo difira em deta- 
lhes, os mecanismos básicos são extraordinariamente simples e 
muito do nosso conhecimento acerca da fotossíntese nas plan- 
tas superiores é derivado de estudos dos organismos mais sim- 
ples. A equação geral para a fotosslnte.se nas plantas superiores 
descreve uma reação de oxirreduçâo na qual H a O doa elétrons 
(como hidrogênio) para a redução do COj alé o carboidrato 

(CHjO); 

COí + HjOJhUOi + ÍCHjO) 


Características Gerais 
da Fotofosforilação 

Ao contrário do NAPH (o principal doador de hidrogénio na 
fosforilação oxidativa), a H^Q é um doador de elétrons pobre. 
Seu potencial de redução padrão é de +ü,82V, comparado com 
-032V para o NADR A fotofbsfòrilação difere da fosforilação 
oxídativa por requerer energia na forma de luz para cfíur um 
bom doador de elétrons. Ma fotofosforilação, os elétrons fluem 
por mrio de uma série de transportador» ligados á membrana, 
incluindo dtocromos, quinonas e proteínas ferro-emtofre, ai- 
quanto prótons são bombeados através de uma membrana p*n 
criar um potencial cletroquímko. A transferência das elétrons e 
o bombeamemo dos prótons são catalisados por complexo» dr 
membrana homólogos, em estrutura e função, ao complexo 111 
da mitocóndria- O potencial detroquimico que eles produzem é 
a força motriz para a síntese de ATP a partir de Al>P e P, pelo 
complexa da ATP sintase associado â membrana, muito setné- 
Ihante àquele da fnsfarilação oxidai iva. 

Nas plantas supenores, a fotos&fntete abrange dois pnxn- 
sos: as reações dependentes da luz ou reações Luminosas, que 
ocorrem apenas quando as pUntas ao iluminada*, t as rea- 
ções de assimilação ou de fixação do carbono, algumas vezes 
erroneamente chamadas de reações escuras, que sio governa 
das por produtos das reações luminosas (Fig. 19-34}. Nas rea- 
ções luminosas, a clorofila r outros pigmento* da* células fe- 
tossintetizadoras absorvem a energia luminosa e a conservam 
na forma de ATP e NADPH. Simultaneamente, o Qj é produzi- 
da Nas reações de fixação do carbono, o ATP e o NADPH sio 
usados para reduzir o CO i para formar trios» fosfato», arruda 
sacam se e outros produtos dd« derivados. Neste capitulo es- 
tamos preocupados apenas com as reações luminosas que le- 
vam ã síntese de ATP e NADPH. A redução do CQ ; é desentt 
no Capítulo 20, juniamemc com outra* via* de síntese de ar* 
boidfttot 



Carboidrato CO* 


Figura 19-34- As reações lununosas geram NADPH e ATP, ricos de ener- 
gia. á custa da energia solar. Esses produtos são usados nas reações fia- 
doras de carbono, que ocorrem na fuz ou na escuridão, para reduzir o 
CO? e formar tríoses e compostos mais complexos (corno a glicose} deri- 
vados dás trioses. 
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Nas plantas, a fotossinlese 
ocorre nos doroplastos 

Nas células eucarióticas Fotossintetizadoras, tanto as reações de 
fixação do carbono quanto as luminosas ocorrem nos cloroplas- 
tos (Fig. 19-35)» organelas intracelulares associadas à membrana 
e geralmente de alguns mícrons de diâmetro (veja Flg. 2-7b e pág. 
23), Similarmente às mitocôndrias, os doroplastos sâo envolvi- 
dos por duas membranas, uma externa, que é permeável a peque- 
nas moléculas e íons, e uma interna, que encerra o compartimento 
interno. Esse compartimento contém muitas vesículas ou sacos 
achatados e envoltos por membranas, denominados de tilacói- 
des, usualmente arranjados em pilhas chamadas grana (Fig. 19- 
35b). Embebidos nas membranas dos tilaçõides estão os pigmen- 
tos fbtossintetizadores e os complexos enzimáticos que promo- 
vem as reações luminosas e a síntese do ATP. O estroma (fase 
aquosa encerrada pela membrana interna) contém a maioria das 
enzimas requeridas para as reações de assimilação do carbono. 

Membrana externa 



íbí 


Figura 19-35 - Cloroplasto (a) Diagrama esquemático, (b) Micrografia 
eletrônica com grande aumento, mostrando a grana, pilhas de membra- 
na tilacóides. 


A luz direciona o fluxo de elétrons nos doroplastos 

Em 1937, Robert Hill descobriu que, quando extratos de folhas 
contendo doroplastos eram iluminados, eles (1) produziam O z 
e (2) reduziam um aceptor não -biológico de elétrons adiciona- 
do ao meio, de acordo com a reação de Hill: 

!uz- 

2HiO + 2A - — ZAHi + 0 3 

onde A é o aceptor artificial de hidrogênio ou reagente de Hill. 
Um dos reagentes de Hill, o corante 2,6-didorofenoÍÍndofenol, 
é azul quando oxidado (A) e incolor quando reduzido (AH 3 ). 
Quando o extrato de folha, suplementado com o corante, foi 
iluminado, o corante azul tornou-se incolor e o 0 2 foi produzi- 
do. No escuro, não ocorreu nem a produção de O; nem a redu- 
ção do corante. Essa foi a primeira evidência de que a energia 
luminosa absorvida provoca um fluxo de elétrons da H 2 0 para 
um aceptor de elétrons. Além disso, Hill observou que o CO; 



não era requerido nem reduzido a uma fbrma estável nessas con- 
dições, A produção do 0 2 pode ser dissociada da redução do 
COj, Vários anos depois. Severo Ochoa mostrou que o NADP + 
é o receptor biológico de elétrons nos doroplastos, de acordo 
com a equação: 

214*0 + 2NAPF" -te** 2NADPH +■ 2H‘ +■ O* 

Para compreendermos esse processo Fotoquímko, devemos ini- 
cialmente considerar os efeitos da absorção luminosa na estru- 
tura molecular. 

Absorção da Luz 

A Luz visível é uma radiação eletromagnética de comprimentos 
de onda de 400 até 700nm, uma pequena parte do espectro ele- 
tromagnético (Fig, 19-36), indo do violeta até o vermelho. A 
energia de um único fóton (um quantum de luz) é maior na 
extremidade violeta do espectro que na extremidade vermelha, 
comprimentos de onda menores (e frequências elevadas) cor- 
respondem a energias maiores, A energia de um "'morde fótons 
(um e instem; 6 x IO 23 fótons) de luz visível é da ordem de 170 a 
3O0kJ> quase uma ordem de grandeza maior que os 30 a 50kJ 
requeridos para sintetizar um mol de ATP a partir do ÀDP e Pj + 
Quando um fóton é absorvido, um elétron da molécula que 
o absor% r eu (cromóforo) é deslocado para um nível superior de 
energia, Isso é um evento tudo-ou-nada; para ser absorvido, o 
fóton deve conter uma quantidade de energia (um quantum) 
que iguale exatamente a energia da transição eletrônica, Uma 
molécula que absorveu um fóton está em um estado excitado, 
que é geralmente instável, Um elétron deslocado para um orbi- 
tal superior de energia usualmente retorna rapidamente ao seu 
orbital de menor energia; a molécula excitada decai para o está- 
vel estado fundamental, fornecendo o quantum absorvido como 
luz ou calor ou usando-o para realizar um trabalho químico. A 
emissão de luz que acompanha o decaimento das moléculas ex- 
citadas (chamada fluorescência) é sempre de um comprimento 
de onda maior {energia menor) que o da luz absorvida, Um modo 
alternativo de decaimento, importante na fotossíntese, envolve 
a transferência direta da energia de excitação de uma molécula 
excitada para uma molécula vizinha, 

A clorofila absorve energia 
luminosa para a fotossíntese 

Os mais importantes pigmentos que absorvem luz nas mem- 
branas tilacóides são as clorofilas, pigmentos verdes com estru- 
turas polícíclicas planas, que se assemelham à protoporfirina da 
hemoglobina (veja Fig. 7-1), exceto que o Mg 24 , e não o Fe 2- , 
ocupa a posição central (Fig. 19-37). Todas as clorofilas apre- 
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Figura 19-36-0 espectro da radiação eletromagnética e a energia dosfótons no mtervalo visível do espectro. Um e instem equivale 
a 6 x \Q 23 fótons. 
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Figura 19-37 - Fotopig mentos primários e secundários. (a) As clorofilas a e òe a bacteriodorofila são os coletores primários da 
energia luminosa, (b) A ficoeótrobilma e a ficocianobilma (ficobilinas) sáo os pigmentos antena na danobadêria e nas algas verme- 
lhas (c) O (5-caroteno (um carotenóide) e (d) a luteina (também chamada xantofila) são pigmentos acessórios nss plantas. As áreas 
que apresentam um sombreamento nósea slo os sistemas conjugados (attemância de simples e duplas ligações) que fundamental- 
mente são responsáveis pela absorção da luz visível. 
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Figura 19-38 - Absorção da luz visível pelos fotopígmentos As plantas são verdes porque os seus pigmentos 
absorvem luz das regi&ês vermelha e azul do espectro, deixando fundamental mente que a luz verde seja refletida ou 
transmitida. Compare os espectros de absorção dos pigmentos com o espectro da luz solar que atinge a superfície da 
Terra. A combinação das clorofilas (a e b) e dos pigmentos acessórios capacita as plantas a captarem a maior parte da 
energia disponível da luz solar 

As quantidades relativas de clorofila e pigmentos acessórios são características para as diferentes espécies de 
plantas. A variação na proporção desses pigmentos é responsável pela diversidade das cores dos organismos fotossinte- 
tizadores, desde o azul-esverdeadc-escuro das agulhas dos abetos até o verde-esverdearío das folhas da acerácea ou 
então até cores vermelha, marrom ou púrpura de algumas espécies de algas multiceMaces e certas folhas de plantas 
decorativas. 



Fícocianína 


sentam uma longa cadeia lateral fitol. esterificada com um gru- 
po carboxílico substituiu te no anel IV, Os quatro átomos de ni- 
trogênio da clorofila, orientados para dentro, são coordenados 
com o Mg 2 1 . 

O sistema hcLerocídico de anéis de cinco átomos que envol- 
ve o Mg : ' apresenta um prolongamento com estrutura poliéni- 
ca> com alternância de ligações simples e duplas. Esses polienos 
apresentam característica mente unia forte absorção na região 
visível do espectro (Fig. 19-38), Usualmente os cloroplastos apre- 
sentam coeficientes de extinção molar altos (veja Adendo 5-1) e 
por isso são muito apropriados para absorver a luz visível du- 
rante a fotossíntese. 

Os cloroplastos das plantas superiores contém tanto a clo- 
rofila ti como a h (Fig. 19-37a). Embora ambas sejam verdes os 
seus espectros de absorção são sufidentemente diferentes (Fig. 
19-38), permitindo que elas complementem o intervalo de ab- 
sorção da luz na região do visível. À maioria das plantas superio- 
res contém duas vezes mais clorofila a que clorofila b> Os pig- 
mentos nas algas e bactérias fotossintetizadoras incluem cloro- 
filas que diferem apenas ligeiramente dos pigmentos das plantas. 

A clorofila geralmente está associada a proteínas específicas, 
formando os complexos coletores de luz (CCL), nos quais as 
moléculas de clorofila estão fixas umas em relação às outras, a 
outros complexos protéicos e à membrana, A estrutura detalha- 
da de um complexo coletor de luz foi determinada a partir de 
cristalografia de raios X (Fig, 19-39). Ela contém sete moléculas 
da clorofila a, cinco da clorofila b e duas do pigmento acessório 
luteína (veja a seguir). 

As cianobactérias e as algas vermelhas utilizam as ficobíU- 
nas, tal como a fkoeritrobilina e a ficocianubiiina (Fig, 19-37b), 
como pigmentos coletores de luz. Esses tetrapirróis lineares apre- 
sentam o prolongamento poliênico encontrado nas clorofilas* 
mas não a estrutura cíclica nem o Mg :+ central. As íkobilinas 



Figura 19-39 - Um complexo coletor de luz. CCLII A uniría de funcio- 
nal é um CCL trlmero contendo 36 moléculas de clorofila e seis de luteína. 
A figura mostra um monfimero visto no plano da membrana. Èxistem três 
segmentos em a-héketransmembrana, sete moléculas de clorofila a (ver- 
de), cinco moteculas de clorofila b (vermelho) e duas moléculas do pig- 
mento acessório luteína (amarelo) que formam um braço cruzado interno. 


estão ligadas covalentemente a proteínas específicas, formando 
as ficobilipmteínas, que se associam em complexos altamente 
ordenados chamados ficobilissomos (Fig. 19-40), os quais cons- 
tituem as estruturas coletoras primárias de energia nesses mi- 
crorganismos. 
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Figura 19-40 - Um fkabilissomo. Nestôi montagens aítamente estru- 
turadas. encontradas nas danobactêrias e algas vermelhas, os pigmentos 
fkotoilmas ligados a proteínas especificas formam complexos denomi na- 
dos flcoeritrina (FE), fkodanina (FC) e alobcotianina (AF). A energia dos 
fotons absorvidos pela FE e FC é transmitida par meio da AF (proteína 
hgadora de fkocianafrlina) para a dorofUa i do centro de reação por 
meio de um processo chamado transferencia de exoton, que será discu- 
tido na pagina seguinte 


Os pigmentos acessórios ampliam 
o intervalo de absorção da luz 

Além das dornfiUs, as membranas tiacôides contêm pigmen to* 
secundários que absorvem luz i pigmentos Acessórios), os ca note - 
nóides* Os carotenóides podem ser amardos, vtj-mdhos ou púr- 
pura*. Os mas* importantes são o J3-c«rotejio (Fig, 19-37c) t um 
composto isoprenóide venndho -alaranjada e o carotenóide ama - 
relo lutei na ( Fig. i9-37d). Os pigmentos csrotenóides absorvem 
luz em comprimentos de onda não absorvidos pelas clorofilas (Fig. 
19-38) e. desse modo, são receptores suplementares de luz. 

A determinação experimental da eficácia da luz de diferen- 
tes cores em promover a fotossíníesc produz um espectro dc 
ação (Fig. 19-41 ), geralmente útil na identificação do pigmento 
primar ia mente responsável por um efeito biológico da luz. Ao 
captar a luz em uma região do espectro náo utilizada por outros 
organismos, o íotossin te cizadur pode reivindicar um nicho eco- 
lógico Ímpar- Pór exemplo, as ficobilmai das algas vermelhas e 
riaitdhaclérias absorvem na região de 520 a ó30nm ' Fig. 19-38), 
permitindo que esses organismos ocupem nichos tm que a luz 
de maiores e menor» comprimentos de onda foi filtrada pelos 
pigmentes de outras organismos que vivem na água acima deles 
ou então pela própria água. 

A clorofila canaliza a luz absorvida para os centros 
de reação por meio da transferência de exátons 

Os pigmentos que absorvem a luz das membrana* tilacoidcs. ou 
das bactérias estão arranjados em conjuntos funcionais chama- 
dos folossifitemas. Nos doroplastos do espinafre, por exemplo, 
cada folossistema contém cerca de 200 moléculas de clorofilas e 
cerca de 50 moléculas de carotenóides. Todas as moléculas dos 
pigmentos em um fotossistema podem absorver fótons, mas ape- 
nas algumas poucas moléculas de clorofila associadas ao centro 
de reação fotoquímico são especializadas para transformar a luz 
em energia química. As moléculas dos outros pigmentos em um 
fotosíistema são chamadas de moléculas coletoras de luz ou mole 
cuks antena. Elas absorvem a energia luminosa e a transmitem rá- 
pida e efideóiemenie para o centro de reação (Fig, 19-42). 
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Figura 19-41 - Duas maneiras da Se determinar o espectro da ação 
na fo loss intese i a i Os resultados de um experimento clássico feno por 
T W ErvgJemann, em 1887, paia determinar quaJ cornpnmenlo de cmd* 
da (uz era mais eficaz para a ICflOSUniese. EngUemann colocou uma alga 
fdanwntosa fotossiniptizadora em um microscópo e a Jumnou com a 
Kjí de um prisma, de íorma que as células em uma parte do filamento 
receberam prinapalmente luí azul, uma outra pane, amarela, r uma outra, 
vermelha. Para determrnar quais células realizavam a lotosslMese mas 
ativamente, também foram colocadas na lâmina do microscópio bactérias 
que migram para reg iOes com maior concentração de 0 j. Apôs u m período 
de iluminação, a distribuição dás bactérias mostrou que os maiores níveis 
de Oj (produzidos peta fotòsslntese) estavam nas regiões iluminadas ccm 
luz violeta e vermelha íb) Um experimento semelhante, usando lécnlíK 
modernas (um elétrodo seletivo de oxigénio) para medir a produção de 
Oj, deu o mesmo resultado Um espectro de ação descreve a veloodaòe 
reianva de fá tossintese para a iluminação com um número constante de 
fótms de diferentes compnmenips de onda O espectro de ação ê úri 
uma vez que, peia comparação com a espectro de absorção (como acme 
les na Fig 1 9-383, sugere qu*s são os prgmenios capazes de carubur a 
energia para a fotDssntese 


As moléculas de clorafiU nos complexo* coletor» de ener- 
gia apresentam propriedades de absorção de luz que são ligri- 
ramenie diferentes daquelas da clorofila livre. Quando as mo- 
léculas de clorofila isoladas são excitadas peia luz, in vi iro, i 
energia absorvida é rapidamente liberada como fluorescência 
e calor. Entretanto, quando a clorofila nas folhas intactas é ex- 
citada pda luz visível (Fig, I 9-43 h passei (T)) s uma pequena fluo- 
rescência é observada e a molécula de clorofila antena excitada 
transfere a energia direta mente para uma molécula de clorofila 
vizinha, que se torna excitada enquanto a primeira molécula 
retorna ao seu estado fundamental (passo @). Essa transferên- 
cia de energia, também chamada transferência de exriton, es- 
tende -se para uma terceira, quarta ou subsequente molécula 
vizinha, até que um par especial de moléculas de clorofila a no 
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Bgura 19-42 - Organização dos fotos* tstemas nas membranas ti- 
tacordes 0> ^otossístemas são empacotados compactamente na mem- 
brana hldcóide, com várias centenas de dorotilas antena e ptgmemos 
acessfr kA rodeando um centro de loior reação A aüsarção de um fóion 
por quãtquer clorofila antena pruvoca a excitação do centro da reação 
por meio da transferência de excitons {selas pretas) Também estão em- 
bebidos na membrana tilacúide o complexo do ritocromo b 6 f e a ATP 
sintase {ve^a Fig. 19-47). 


centro de reação fotoquimico seja excitado (passo (5)). Nessa 
molécula de clorofila excitada, um elétron é promovido para um 
orbital de energia superior. Esse elétron então passa para um 
receptor de elétrons vizin ho, que é parte da cadeia de transferência 
de elétron*, deixando o centro de reação da clorofila com um 
orbitai vazio (uma M cda do elétron") (passo (J)), O aceptor de 
elétron* adquire uma carga nega t iva nessa ! rarisação. O détron per- 
dido pdo centro de reação da doroftk í substituído por um elé- 
tron de uma molécula doadora de elétrons vizinha (passo ®). 
que se torna positivam ente carregada. Dessa forma, a exriwçàü 
peta lur pnmxüi separação de cofgu etéfrka e inkia uma caàeiã 
ir úxirredufão. 

O Evento Fotoquímico Central: O Fluxo de 
Elétrons Impulsionado pela Luz 

A transferência de elétrons impulsionada pela luz nos doroplas- 
tos das plantas é realizada por siatemas multienzimáticos na 
membrana tikoòide. A atuai concepção dos mecanismos fotos 
sinteti /adores é uma composição baseada em estudos de cloro - 
plastos de plantas e de uma variedade de bactérias e algas. A de- 
terminação das estruturas moleculares dos complexos fotossin- 
tetkadores das bactéria* (por cristalografia de raio* X) tem 
proporcionado uma melhoria do conhecimento dos eventos mo- 
kcuWrs da fototófnlese. 
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Almorçlo de um fóton prúvüíit d rcfUtrügdn 
de cargas nu centro dc reagiu. 


Hgura 19-43 - A tr«njfer#ncle de excito n Este esquema qenerahza* 
do mostra a conversão da energia de um fpton absorvido na separação 
das cargas no centro de reação. Üs passos são descritos com mais deta- 
lhes no temo Observe que o passo ® pode ser repetido várias vezes 
entre sucessiva* moléculas antena, ate que um centro de reação da clo- 
rofila seja alcançado O asterisco !*> representa o estado de excitação de 
uma molécula antena 
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As bactérias apresentam um de dois tipos 
de centras de reação fotoquímicos simples 

Uma observação importante apareceu em 1952 a partir dos es- 
tudo* de bactérias fatossintetizadoras, quando Louis Puy-sens 
observou que â iluminação das membranas íotossín tetizuckir.LS 
da bactéria púrpura Rtuniospinlium rubrurn com pulsos dc luz 
de comprimento de onda especifico {870nml causou uma di- 
minuição tetnporaria da luz naquele comprimem lo de muda: o 
pigmento foi dk-scorado peta lua de 87Qnm_ Estudos posteriores 
de Boscl Kok e Horst Witt mostraram um branqueamento si- 
milar de pigmento* <k cloroptasUM de plantas por luz de 680 e 
7GGnm. Além disso, a adição do aceptor {nãobtològxol de elé- 
trons [FetOfJ*! 1 causou o descaramento nesses comprimen- 
tos dc onda sem i/utttirwçõ®. O d escoramento dos pigmentos foi 
devido à perda de um détrem de um centro de reação fotoqui- 
mku. Esse* pigmentos foram nomeados a partir do çompnmcoto 
de onda do máxima dcscorairtenlo: P870* P6B0 c P70O. 

A& bactérias fotossinletlzadoras apresentam uma maqui- 
naria de fototransdução nrlaiivamente simples com um ou dois 
tipos gerais de centro de reação. Um deles {encontrado na bac- 
téria purpurai passa os défron* para uma quinnna por meio 
da feufitina kloroJila sem o ton Mg 2 " central). O outro (IMS 
bactérias sulfurosas verdes) passa os elétrons para um sistema 
ferro -enxofre por meio de uma quinona. As cianobactériiis c as 
plantas superiores apresentam dois fotossistemas {FSII e PS111), 
um dc cada tipo, que atuam em série. Estudos bioquímicos e 
biofísicos da maquinaria fototransdutora da bactéria tém re- 
velado muitos detalhes moleculares dos centros dc reação. Es- 


ses sistemas das bactérias servem, contudo, como protótipos 
para os sistemas de fctotrartsduçâa mais complexos das plan- 
tas superiores. 

O centro de reação ftofHini-quinon^ {centro de re«- 
ção tipo II). A maquinaria folossmEetizadora na bactéria púr- 
pura consiste de irés módulos básicos ( Fig. 19 44a): um unke 
Centro de reação (P87Ü), um complexo dc iramTerénda de elé- 
trons, citocromo 6r t . similar ao complexo 111 da cadeia de trans- 
porte de elétrons da mitQCÓndfiá t UitM ATP sintase, também 
similar ã da mitocóndria. A iluminação impulsiona os elétrons 
por meio da feodtina e quinona para 0 complexo do citocmno 
bí-j. Após passar pdo complexo, os délncms fluem por meio do 
dtocromo c ; de volu para o centra de reação. r&ubekaaàc 
seu estado de pré-ihiminação. Esse fluxo cíclico de elétrons im- 
pulsíunados pela luz propicia a energia para o bombeamento óe 
prótons peto complexo do ciloc reuno hr,. Com a energia resd- 
lanie do gradiente de próton*, 0 módulo ATP stntase produz 
ATP cxatamenle como na mitocóndria. 

As estruturas tridimensionais dos centros de reação da bac- 
téria púrpura {J^ráopjiWílt>rm»rjítí viridis e Rht*dtéarter sphac* 
rpide. s), deduzidas a partir de cristalografia de raios X, elucidam 
como a fototransdução ocorre no centro de reação feofitioa- 
quinona. O centro de reação da R, viridis (Fíg. 19-45a) é tun 
grande complexo proléíco contendo quatro sub unida des poli- 
peptídicas e 13 co- fatores; dois pares de clorofila* da bactéria, 
um par de feofitina, duas quino nas, um ferro não-heme e qua- 
tro hem es no dtocromo tipo c tissodado. 
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Figura 19-44 - Módulos funcionais da maquinaria fotosilntátlzadora nas bactérias púrpura e sulfurosa verde (a) Na bactéria 
púrpura, â energia luminosa impulsiona os elétrons do centro de reação P870 por meio da feofitlrra {Feo), uma qulnona (Q) e d complexo du 
citocromo dei é, então, por meio do citocromo c 2 , de volta para o centro de reação 0 fluxo de elétrons por meio do complexo do dtocromo 
ix"i provoca O bombeamento de prótons, criando um potencial eletroquimiCQ que promove a síntese de ATP (b) A bactéria sulfurosa verde 
apresenta duas vias para os elétrons impulsionados pela excitação do PÊ40 Uma via cíclica passa por ufna qulnona para □ complexo do 
cftocrpmo tc a. de volta para o centro de reação, por meio do citocromo c Uma via não-cíclica passa do centro d« reação, pela ferredoxina 
(FdL uma proteína do tipo ferro-enxofre, e então para o NAD" em uma reação catalisada pela NAD-ferreífciaina redutase 
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Figura 19-15 - C*ntro de fotorreação da bactén* púrpura Hhodops^domorw vmdis :#■ O ystema lem qualro compgn#ni« trêv 
vu bu n xiade H, Me L (mjTDtrv. azul e tmza, respectrvafratté). com um lotaf de 1 1 segmento* de hélice transmembrana, e uma qfuarta 
proierta, o crtocroeno c (amarçte),, assooádo m cEHnpíexo n» superfície- da membrana. As súCumdades Lí M são pratemas tr»tSTiernfafina 
emparelhadas que juntas formam uma estrutura dirtdna com uma smetna Wateral ao redor do seu eoo óngnudnaí Os grupos prosiéiiçm 
que pamapatri dos rontos fatoqúrncm são mostrados como estruturas PoJas-e-bastúes Ooa pares de mdecúas de bactef-cclorotita 
(verde) estão ligados As cadeias L e M Um dos pares (o “par espeoaT, verde-escuro) è □ sitio das pnmeiras mudanças foioqijmicas após a 
absorção da k«z lambem está incorporado um par de moléculas dé leofum a (Feo a, azul-claro), duas qmnonas, a menaquinofta (Q*) e a 
ufcuquinona (Q,) (amarefo), também anani arfas com simetria bilateraF, e um ü-meo Fe náo-heme (vermelho) localizado aproximadamente no 
eixo de simetria entre as quinanas. No topo da figura estio mostrados quatro grupos heme (vermelho) associados ao citocromo tipo c do 
centro de reação O centro de reação de uma outra bactérra púrpura, Rhodobaaer sphaeraitíes, é muito similar, exceto que o citocramo C 
nlo é parte do complexo cristalino, (b) Sequência de eventos após a excitação do par especial de bacterioclorofilas e a escala de tempo da 
transferência de elétrons (entre parênteses: ps = picossegundos). O par especial excitado transfere um elétron para a feofitina CD, da qual 
o elétron se move rapidamente para a menaquiriona Q* que está fortemeni? ligada I membrana Q) Essa quinona passa os elétrons muito 
mais vagarosamenie para a difusivtf ubiquinona. Q a , por meo do Fé não-heme (D Enquanto esso, a "cela de etetrons H no par especial ê 
preenctvda por jn elétron do t^upú heme do crEDCfonno c (3) 


A sequência exi rema mente rápida de transferência de de 
trona mostrada ru Figura !9-45b foi deduzida a partir de estú- 
dios físicos dos centros feofitina -guino na cia bactéria, usando 
pulsos curtos de luz para disparar a fototransduçãu e uma varie- 
dade de técnicas espectroscúpkas paro seguir o fluxo dos elé- 
trons por meio dos vários carregadores. Um par de bacTérioclo- 
rufilas — “o par especial" designado (Clo)^ — é o sítio da foto- 
química inicial no centro de reação. A energia do fálop absorvido 
por uma das muitas moléculas de clorofila antena que rodeiam 
o centro de reação atinge o centro de reação (Oo): por transfe- 
rência de exdtons. Quando essas dtuas moléculas de clorofila, 
tão próximas que seus orbitais de ligação se superpõem, absor- 
vem um exdtcm, uma ddas abandona um détron fraca mente 
ligado, que passa por meio do rnonAmcro de clorofila vizinha 
para a feofitina (Feo), Isso produz dois radicais, um possivel- 
mente carregado posidvamente (o par especial de dórofilas) e 
um carregado negativamente (a feofitina): 

(Ülo) 3 + 1 excitem ■ — • (Clo)S (excitação) 

(C3o)t + Fro * (Oo)/ * Feo" (separação de carga) 

O radical feofitina transfere seu elétron para uma molécula de 
quinona íotlemcnte ligada à membrana (QU,GonvertefKkr-a em 
um radical semiqutnoiu que imediatamente doa esse elétron 
ccn a uma segunda quino na (Qt) firacamente ligada a mem- 


brana. Essas duas transferências de détrons convertem Q* cm 
sua forma completamcme reduzida, Q*H*. que difunde livremen- 
te na bicamada da membrana para longe do centro de reação: 

2 Feo" + 2H* + Qj - — * 2 Feo + Q*Hj (redução da quinona) 

A hidroquinona que carrega em suas ligações quí- 

micas alguma energia dos fótons que originalmente excitaram o 
P67Õ, entra em uni reservatório de quinona reduzida ( t}H;) dis- 
solvido na membrana e se move através da fase lipidic* da bica- 
mada até o complexo do cilocromo bei. 

Similarmente ao homólogo complexo III na mitocôndria, 
o complexo do dtocTomo bc t da bactéria púrpura transporta 
os elétrons de um doador quino! (QH ; ) até um aceptor de elé- 
trons, usando a energia da transferência de elétrons para bom- 
bear os prótons através da membrana e produzir uma força pró- 
ton motriz. Acredita-se que o caminho dn fluxo dos eletmns 
por meio desse complexo é muito similar ao que ocorre pelo 
complexo III mitocondríal, envolvendo o ciclo Q (Fig. 19-11), 
em que os prótons sáo consumidos em um dos lados da mem- 
brana e liberados no outra O acepior de elétrons final na bac- 
téria púrpura é uma forma do P870 desprovida de détncms 
(Clo)7 í Fíg. 19-44al. Qs elétrons movem-se do complexo do 
titocronro bt, para o P87G por meto dc um õtociçimD tipo c 
solúvel, o citocromo c 2 , Q processo de transferência de elétrons 
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completa o ciclo c o centro de reação retoma ao seu estado Mo- 
descorado que absorve rapidamente um outro exciton dc uma 
clorofila antena. 


Fatores d n éticos e termodinâmicos previnem a 
dissipação de energia pela conversão interna 

À construção complexa dos centros de reação é o produío da 
sdeção evolutiva para a eficiência do processo fotossintético, O 
estado excitado (Qo)* em princípio pode decair para o estado 
fundamental pela conversão interna, um processo muito rápido 
(10 pícossegttndos; ps = 10 -I1 s) no qual a energia absorvida do 
fóton é convertida em calor [movimento molecular), Os cen- 
tros de reação são construídos para prevenir a ineficiência que 
poderia resuJiar no caso de conversão interna. As proteínas do 
centro de reação mantém as bacteriodorofilas. as bacteriofeofi- 
tinas e as q ui nonas em uma orientação fixa em relação às de- 
mais. Todavia, as reações fotoquimicas entre esses componentes 
ocorrem cm um eslado virtualmente sólido. Isso contribui para 
a alta eficiência e rapidez das reações, pois não dependem das 
colisões ao acaso ou difusão randômíca. A transferência do ex- 
dton da domftla antena para o par especial do centro de reação 
ocorre em maios de IQQps com uma eficiência maior que 90%, 
Três picossegundos após a excitação do P87G, a feofiuUía já rece- 
beu um elétron, tornando-se um radical negativa menie carre- 
gado. Menos de 200p$ após, o elétron jl atingiu a quinona Q* 
(Fig. l9-45b). As reações de transferência de elétrons não são 
apenas rápidas mas termodmamicamente m morió abaixo"! Q par 
especial excitado íOo)* é um doador de dêtron muito bom ff” 
* ”IV> e cada transferência de elétrons sucessiva é sempre para 
um acepior com F" substandalmenle mais negativo. A mudam 
ça de energia livre padrão para o processo é porta mo negativa e 
grande. Lembrar do Capitulo N que AG° = -njAF‘' t onde &£"* 
é a diferença entre os potenciais de redução padrão das duas semi - 
reações' 

í 1 ) f Oott — i > íOe>7 +e“ òP a m « I V 

[2} Q + 2H + + 2í" * QHj A^ ü - -0,04SV 

Assim, AF° = -0,045 V - (-1V) * 0,95 V, e 

- -2f96.5|cJAT ■ molK0,9SV) * -)80kJ/md 

A combinação de uma cinética rápida com uma termodinâ- 
mica favorável torna o processo virtualmente irreversível e alta- 
mente eficiente. À energia total produzida pelo processo (a por- 
centagem da energia do fóton conservada em QHiJ é maior que 
30%, sendo que o restante da energia é dissipado como calor. 


Nas plantas superiores, dois centros 
de reação atuam em sequência 

Q aparelho fotossintetizador das rianobactérias modernas, algas 
e plantas superiores é mais complexo que o sistema bacteriano de 
um centro e parece que de se desenvolveu a partir da combinação 
de dois fotoceniTos bactéria n us mais simples. As membranas tüa- 
cóides dos doroplastos apresentam dois tipos diferentes de fotos- 
sistemas, cada uin com seu próprio centro de reação foloquimiro 
e um conrunto de moléculas antena. Os dois sistemas possuem 
funções distintas e complementares ( Fig, 19-46). O fbtossistema 
II [FSni é um sistema feofitina-quinora (semelhante ao i'm*ro 
fotossisíema da bactéria púrpura) que contém quantidades apro- 
ximadamente iguais de dorofiia atb.A excitação do centro ík 
reação P680 impulsiona os détrons por meio do complexo do 
citooomo b^f com o movimento concomitante dos prótons atra- 
vés da membrana tilacóide. O fotossistema 1 (FSI) é do fipo ferre 
doxina. estrutural e fundonalmeme relacionado com o centm de 
reação da bactéria sulfurosa verde. Ele apresenta um centro de rea- 
ção denominado P7ÜG e uma proporção devada de clorofila a em 
relação à fr Quando excitado, o P700 passa os elétrons para a pro- 
teína feiredoxina Fe-Se então para o MADP\ produzindo NADPK 
As membranas tüacóides de um único cloropiasto de espinafre 
possuem muitas centenas de cada tipo de fotossislema. 

Nas plantas, esses dois centros de reação atuam em sequência 
para catalisar o movimento dos elétrons da H 2 0 para o NADP + , 
impulsionados pela luz (Fig, 19-46), Os elétrons sSo transporta- 
dos entre os dois fotossistemas pela proteína solúvel plastockni- 
na, um carregador de um elétron funcionalmente similar ao cito- 
cromo c da nutooúndrà. Para substituir os elétrons que se movem 
de FS1I por meio de FSI para o NADP 4 , as cianobactérias e as plan- 
tas oxidam H 2 0 (como a bactéria sulfurosa verde oxida HjS)* pro- 
duzindo O z (Fig. 19-46, esquerda inferior). O processo é chamado 
fotossfntese oxigénica para diferrndi-la da fbtossíntese nlo-ori- 
gênka das bactérias púrpura e sulfurosa verde Toda célula fotos- 
sintelizadora produtora de 0 ; — aquelas das plantas superiores, 
algas e danobactéria — contém tanto FSI como FSIL Organismos 
com apenas um fotossislema não produzem Oj. O diagrama na 
Figura 1 9-46, gerai roeme chamado esquema Z devido à «ia forma 
geraL esboça a via do fluxo dos elétrons entre os dois fòtosãstenus 
e as relações de energia nas reaçóes luminosas, ftwtanto. o esqw- 
ma Z descreve a via completa por meto dã quaf os elétrons fluem 
da HjQ para o NADP* de acordo com a equação: 

2HjO + 2NADP" + â (krtorn - — * Qt + 2NADPH + 2H* 

Para cada dois fótojis absorvidos (um para cada fotossetemaj, 
um elétron é transferido da H UD para o NADP*. Para formar uma 
molécula de O* que requer a transferência de quatro elétrons 
duas H 4 >0 para dois NADP', um totaj de oito fótorts deve ser 
absorvido, quatro para cada fotossistema. 

Os detalhes mecanisticos das reações fotoqui micas em FSI e 
FSil são essendafmenie similares àqueles dos dois fotossistemas 
bactcrianos. A excitação do PóSG [em FSil) produz P680\ um 
excelente doador de elétrons que. em picossegundos, transfere um 
détron ã feofitina, fnmecendo-lhe uma carga negativa (Fecf ) (Fig. 
19-46, lado esquerdo). Com a perda do seu elétron, o P680* é 
transformado em um radical catiòmco, designado P680 . A Feo J 
transfere rapidamente seu elétron extra para a plastoquinona, 
PQai uma proteína de membrana que, por sua vez, transfere o 
elétron para outra plastoquinona, PQn,. mais fracamente ligada 
ã membrana. Quando PQa adquire dois elétrons, por meio de 
duas transferências de PQ^ e dois prótons da água, ela passa para 
a sua forma quinol totalmente reduzida, PQpH ? .A reação global 
iniciada pela luz em FSil é: 

i F680 + 4H' + 2PG n + 4 rówsiw * 


O centro di rttçlo F#-5 (centro de reação tipo I). A fo- 

toasíntese nas bactérias sulfurosas verdes envolve os mesmos três 
módulos como na bactéria púrpura, mas o processo difere em 
vários aspectos e envolve reações enz: maricas adicionais (Fig. 
19 -44b). A rxciuçáo provoca um movimento dos elétrons do 
cenirio de reação para o complexo do dtocromo bc,, via trans- 
portador qmnorta. A transferência de elétrons por meio desse 
complexo acarreta o transporte de prótons e cria a força próton 
motriz usada na síntese de ATF, tal como na bactéria púrpura e 
na mitocúndrta. Entretanto, em contraste com o fluxo cfdico de 
elétrons na bactéria purpura, alguns elétrons fluem do centro de 
reação para uma proteína não-heme, femrdoxma, que então 
passa os elétrons via ferredoxina-NAD redurasc. produzindo 
NADH. Os elétrons retirados do centro de reação para reduzir o 
NAD* são substituídos pda oxidação do H>S a HSOí" (Fig. 19- 
44b), na reação que define a bactéria sulfurosa verde. Essa oxi- 
dação do HiS peta bactéria é quimicamente anifoga á oxidação 
da água pelas planta* superiores. 


4 1W + 2PQiH, (19-12) 
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FQ* = pUíinquinanii 
FQh = pegundi quinona 
A* - elétron iceptor 
de t lortjfilii 
A, = flloquinuna 


Figura 19-46 - lntsgr*çèa dm fotos sistemas I e 
D M» doropl»t« lífe "ttquema r mostra a vra 
da transferí™ de tm$ da H,Ü (eafrieriia infe- 
ri») para o NADP* ítfcrerta) na fousünwse nto-cfcb- 
ca A fX»çào de cada carregador de e^trofi na es- 
orla vertical reflete o wo powfciai de raducãa pa- 
*ào Para aumentar a energia dos eitf rorts denvados 
da HjO no nhel requeráo para reduar a MADP* a 
NADPH cada Hêtw deve i*t 'ergueto' **= «zes 
(setas grosas) petos fólons absorvidos em FSI e FSl 
Cada etetron requer lôton em cada folossiste- 
ma Após a excriação. OS dMfom de alia energia 
fluem -mono aba «o' pof mno da cad&a de carre- 
gadores mostraria na figura Os prótons se movem 
através da membrana tilaoõnfe durante a reaçÂo de 
quebra da água r bem como durante a transferência 
de elétrons por meio do co mplexo do crtocromo bt,f, 
produzindo um gradiente de prótons que é funda- 
mental para a formado de AIR A seta tracejada é a 
via da transferência ciclo do elétron (discutida pos- 
teriormente no texto) em que somente FSI está en- 
volvido. Os elétrons retornam a FSI por meio da via 
dclica em vez de raduzir o NADP 4 a NÀDPH 


EveniualmentétOS elétiorts em PQ^Hj passam por irsdo do com- 
plexo do citocroirto bj, O sitio de Ligarão para a pbstoqoinoru 
è o locai de ação de muitos herbicidas comerciais que matam as 
plantas bloqueando a transferência de elétrons por meio do íom- 
pkxo do citocromo brft impedindo a produção de ATP pof mek> 
da Fotossinleíc 

Os eventos foioquí micos que ocorrem após a excitação de 
FSI (no centro de reação P700) são exatamente similares aos de 
FSII. O centro de «ação P700* excitado perde um elétron para 
□m acfptor Ao { acredita-se que é uma forma espcdal de clorofi- 
la, funcionalmente análoga ã feofitma de FSII ), originando Aò c 
P700" (Fig. 19-46, lado direito). Novamente a excitação resulta 
f m uma separação de carga rw centro de reação fotoqutmico. O 
P700* é um fbne agente oxkiante, que rapidamente adquire um 
eSérron da plastocianina, uma proteína de transferência de elé- 
trons, solúvel, que contém cobre. Aã é um agente redutor excep- 
cional mente forte que passa seu elétron por meio de uma cadeia 
de transportadores que leva ao NADP* , Inicial mente, a fUoqui- 
nona ( A, ) aceita um elétron e o transfere para uma proteína fer- 
ro-enxofre (por meio de três centros Fe- 5 em FSI). A partir dai, 
o elétron se move para a íerredoxina ( Fd)> uma outra proteína 
ftrro-enxofre fracamente associada à membrana tilacóide. A fer- 
redoxina do espinafre (M r 10.700) contém um centro ZFe-2$ 
(Fig, 19-5) que sofre oxidação de um elétron e reações dc redu- 
ção. O quarto carregador de elétrons na cadeia é a flavoprotdna 
fenedoxina-NADP* oxirredutuse, que transfere os elétrons da 
ferredoxina reduzida (Fd„ d ) para o NADP + : 

2Fd™j. *■ 2H f + NàDF * 2FdL + NADPH + H h 

Essa enzima é homóloga à Ferredoxina-NAD redutase da bacté- 
ria sulfurosa verde (Fig, l9-44b). 


O 
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A separação espacial dos fotossisiemas l e II 
impede a fuga de exdtons 

A energia requerida para excitar FSI (P700) é menor que a re- 
querida para excitar FSII (P680) (comprimento de onda menor 
correípoodé a energia maior). Se FSI e FSII estivessem fisica- 
mente contíguos, os çxcitofts originários do sistema antena de 
FSII migrariam para o centro de reação de FSI, deixando FSíl 
cronicamente subexcitado e interferindo com a operação do sis- 
tema de dob centros. Essa fuga é impedida pela separação de FSI 
c FSII na membrana tilacóide (Fig 19-47), FSII fica localizado 
quase que exdusivamente no conjunto dc membranas firme- 
mente justapostas da grana tilacóide (lamela granai) e o seu as- 
sociado complexo coletor de luz (CCLll) medeia a forte associ- 
ação das membranas adjacentes na grana. FSI e a ATP sintase 
estão localizados quase que exdusivamente nas membranas ti- 
lacóides não-empacotadas (a lamela cstromal), nas quais ambos 
têm acesso ao conteúdo do estroma, incluindo ADP e NADP + . 
O complexo do citocromo bjestá presente em todas as partes 
da membrana tilacóide. 

A associação do CGLII com o FSII é regulada péla intensi- 
dade e comprimento de onda da luz, Na luz do sol brilhante 
(com grande componente de luz azul), FSII absorve mais luz 


Cnmgtlcxo do 

iMcHnxiui frj ATP senUsr 



Figura 19*47 - Localizarão da FSI a FSII nu membranas tilacóides O complexo coletor de luz CCLII t a ATP sintase 
estão localizados tanto na região empacotada (lamela granai) como na região não-empacotada (lamela «tramai] da 
membrana tnlacCude e tém rãpido acesso ao ADP e NADP' no eslroma O fotossístema U {FSIÍ> ó enconjracto quase que 
exdcftiirtmenie nas regtóes empacotadas e o lotossisfcema I (F$l> quase que exdusivamenie nas regiões riáo-empacotadas 
oçnstas ao esüoma O CCU é o "adesivo J que mantem as lambas empacotadas juntas (reja F*g. 19-43) 


que FSI e produz pSa^oquinona reduzida (plastoquinoL FQH ; ) 
mais rápido que FSI consegue oxidá-lo. O resultam e acúmulo 
de PQHn ativa uma proteína quina se que fosforila um resíduo 
deThr do CCLII (Fig. 19-48). A fbsforilaçâo diminui a intera- 
ção entre CCLII c F33I, e uma parte do CCLII se dissocia e se 
move para a lamela estromal. Ali ela captura prótons para FSL 
aumenta a velocidade de oxidação dc PQH; e reverte o desequi- 
líbrio entre o fluxo de elétrons em FSI e FSIL Ma presença de luz 
menos intensa, com mais vermelho (na sombra!, FSI oxida PQH, 
mais rápido que FSII possa sintetizá-lo, c o aumento resultante 
da concentração de PQ dispara a destosforilação de CCLII, re- 
vertendo o efeito da íosforíbção- 
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Figura 19-46 - A modulação do empacotamento granai Iguala o flu- 
xo de elétrons em FSI e FSH. Um domínio hirtrofóbico do complexo cole- 
tor de luz CCLII em uma lamela tilacòde se Insere em uma la meta vizinha e 
mantém as duas membranas firmemente justapostas í lamela granai). O 
acúmulo de ptetoquinol estimula- uma proteína qulnase que fosforta um 
resíduo de Thr no domimo txdrofúb*ca de CCU que. por sua vez. reduz a 
sua afmdade peta membrana tiaobde vqtnba, mnrer tendo a lameb gra- 
nai «m lameía es-tromad Uma praWna tostaiase espedhca reverte essa 
tosioriação reguladora guando a razão [FQHPQH) aumenta 


O complexo do dtocromo ò*f 
une os f o tossiste mas I e II 

Os elétrons temporariamente armazenados no plastoquino! re- 
sultantes da excitação do P680 em FSII São transportados para 
o P700 de FSI por meio do complexo do dtocromo btf c da pro- 
teína solúvel plastocianina (Fig. 19-46, centro). Símilarmente ao 
complexo 111 da rmlocòndría. o complexo do dtocromo fç/( Fig. 
19-49) comem um dtocromo tipo ^ com dois grupos heme (de- 
nominados b H e b[). uma proteína ferro- enxofre Riesàe (M f 

20.000) , e o dtocromo tipo c, c 5SJp comumtnte chamado dto- 
cromo / (do latim fram. significando "folha"). Os elétrons fluem 
por meio do complexo do óIoctottiq bj. do PQp,H : para o dto- 
cromo/e então para a plastocianina. Fina Imente atingem o P700, 
reduzindo-o. 

Tal como o complexo II da mitocóndria* o dtocromo bj 
transporta elétrons da q ui nona reduzida — um carregador mó- 
vel de dois elétrons, solúvel em lipídio (Q na mitocôndm e PQb 
nos cloroplastos) — para uma proteína solúvel que transporta 
um elétron (dtocromo c na mitocóndrü. plastocianina nos cio- 
roplasios). Tal como na miiocòndria. a função desse complexo 
envolve um delo Q (Fig. 19-11 ), no qual os elétrons passam, um 
de cidã vez, do PQiH* para o dtocromo b* Esse ddo resulta no 
bombeamento de prótons através da membrana. Nos clorophs- 
tos, s direção do movimento de prótons é do compartimento 
estrumai para o lúmem tilacòide, e cerca de quatro prótons se 
movem para cada par de elétrons. O resultado é a produçlo de 
um gradiente de prótons através da membrana tilacóidc á medi- 
da que os elétrons passam de FSII para FSI. Uma vez. que o lú- 
men das membranas tilacóides achatadas é pequeno, o influxo 
de um pequeno número de prótons tem um efeito significativo 
no pH luminaL A diferença de pH medida entre o estroma i pH 

8.0) e o lúmem tilacóide (pH 5,0) represenia uma vanaçáo de 
1.000 vezes na concentração dos prótons — uma poderosa força 
motriz para a síntese de ATP. 
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Figura 19-49 - Fluxo d* elétrons e prótons por meio do complexo 
do citocromo b s f 0 plastoqumol (PQHj) formado em FSH é oxidado 
pelo citocromo Í3 f /em vá nas etapas similares às do ciclo 0 nü Complexo 
do citocromo óc- (complexo III) da mitocóndria {veja Fig. 19-1 1), Um elé- 
tron passa para cenlro Fe-5 da protela ftieske (púrpura), enquanto os 
Quitou para os bernes do c loororoo ik, (verde) O eferlo global é a passa- 
gem Oe etétrons de PQHj, para a plasioc ani^ uma pioiHna solúvel, que 
ertfo os transpona para F$t 
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Figura 19-50 - O duplo papel do citocromo b*f e citocromo c# na 
cia na bactéria Estes organismos utilizam citocromo b^t citocromo c t e 
plastoquinona na fostorUaíâo oxrdativa e na Fatofosforilaçao. (a) Na fo- 
tofosfanlaíão, as elétrons fluem da água para q NADP + . (b) Na losfonla- 
C*0 oxidativa, os elétrons fluem da NÂDH para o O r Ambos os processos 
sào acompanhados pelo movimento de proiore através da membrana, 
termmanda por um cxlo O 


A da no bactéria utiliza o complexo do citocromo b&f 
e o citocromo c tanto na fosforilação oxidativa 
como na fotofosforilação 

A riannbactéria pode sintetizar ATP pela fosforikção oxidativa 
ou fototbsforilação, embora ela na o lenha nem mitocóndria nem 
dofoplastos, A maquinaria enzimática para ambos os. processos 
está em uma membrana pbsmáikj alMmente retorcida (veja Fig, 
2-5h Dois componentes proteicos funcionam em ambos os pro- 
gessos (Fig. 19^50). O complexo do dtocromo Jy bombeador de 
prótons transporta elétrons da plastoquinona para o citocromo c 
na fotossintese Ele também uampum elétrons da ubiqumona 
para o citocromo c na tosto riíação oxidativa, papei esse desempe- 
nhado pelo complexo do citocromo k, nas plantas superiores. O 
citocramo do tipo t\ c 6 , análogo ao citocromo cdas mitocftndrias, 
transporta elétrons do complexo III para o complexo IV nas cia- 
nobactérias; de também transporia elétrons do complexo do ci- 
tocromo b4 para FSI, um papel desempenhado pela plastoriani- 
na, Desse modo, pode-se notar a homologia funcional entre o 
complexo do cílocromo hj da danobadéria e □ complexo do d- 
tooromo k t das plantas, bem como entre o citocromo <* da cia- 
nobactéria e a pbstocianina das planta». 


A água é quebrada pelo 
complexo produtor de oxigénio 

A principal fonte de elétrons que passam para o NADPH na fo- 
tosstntese das plantas (oxtgénico) é a água. Tendo doado um elé- 
tron para a feofitina, o P68G* (de FSIl) precisa adquirir um elé- 
tron para voltar ao seu talado fundamental, preparando-se para 
capturar um outro fóton. Em principio, o elétron requerido deve 
ser proveniente de compostos orgânicos ou morgánkot, A bac- 
téria fotossintetízactara utiliza umi variedade de doadores de 
détrons para esse propósito — acetato* suednato, maUto ou 
sulfito — dependendo de qual deles está disponivd em um dado 
nicho ecológico. Há cerca de trés mtlhòes de anos, a evolução da 
bactéria fotossintetizadora primitiva (progenitores da ckttobac- 
téria moderna) produziu um foto&sUtcma capaz de tomar elé- 
trons de um doador sempre disponível, a água. Nesse processo, 
duas moléculas de água são quebradas produzindo quatro elé- 
trons, quatro prótons e oxigênio molecular: 

2H>0 — MH' Me tOj 

Um único íòtofi de luz visivd não tem energia suficiente para 
quebrar as ligações da água; quatro fótons são requeridos nesta 
reação de quebra fotolitica. 
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Figura 19-51 - Atividade da cisão da água do complexo produtor de oxigénio. É mostrado o processo que produz 
um agente oxidante de quatro elétrons, considerado um centro multinudear com vários lons Mn, no complexo de quebra 
da água de FSll. A absorçáo seqüendal de quatro fótons, cada um provocando a perda de um elétron do centro Mn. 
produz um agente oxidante que pode aceitar quatro elétrons de duas moléculas de água, produzindo 0 2 . Os elétrons 
perdidos pelo centro Mn slo transferidos, um de cada vez. para um resíduo oxidado de Tyr na proteína FSll. 


Os quatro elétrons subtraídos dá água não sâo transferidos 
diretamente para o P68(T S que pode aceitar apenas um elétron 
de cada vez. Por outro lado 3 um extraordinário mecanismo mo- 
lecular, o complexo produtor de oxigénio (também chamado 
complexo de dsào da água), transfere quatro elétrons, um de 
cada vez, para Pó8(T (Pig. 19-51 }, O doador de elétrons imedia- 
to ao P68ÍT é um resíduo de Tyr (geral mente designado Z ou 
Tyr z ) em uma subunidade protéíca do centro de reação de FSll. 
O resíduo de Tyr perde um próton e um elétron, gerando um 
radical livre Tyr eletricamente neutro, Tyr' 

4 PóStF * 4 Tyr ► 4 P680 + 4 Tyr (19-13) 

0 radicai Tyr recupera seu elétron e próton oxidando um arran- 
jo de quatro íons manganês no complexo de cisão da água. For 
meio de cada transferência de um único elétron, o arranjo Mn 
se torna mais oxidado e as quatro transferências de um único 
elétron, cada uma correspondendo à absorção de um fóton, pro- 
duzem uma carga de +4 no complexo Mn (Fig, 19-51): 

4 Tyr' + Icomplexo MnJ° ► 4 Tyr + [complexo Mn] 411 (19-14) 

Neste estado, o complexo Mn pode receber quatro elétrons de 
um par de moléculas de água, liberando 4H + e 0 3 : 

[complexo Mn] 44 + 2^0 * [complexo Mn] 0 + 4H 4 + Oj (19-15) 

Uma vez que os quatro prótons produzidos na reação sâo libe- 
rados no liimen tilacóide, o complexo produtor de oxigênio atua 
como uma bomba de prótons, impulsionada pela transferência 
de elétrons. O somatório das Equações 19-12 e 19-15 é: 

2HiO + 2PCh -+■ 4 fótons — + 0 2 -t 2 PQ B H 2 ( 1 9- 1 6) 

Tem sido excepcionalmente difícil purificar essa atividade de ci- 
são da água que está associada ao centro de reação de FSll. Acredi- 
ta-se que uma proteína periférica de membrana (ÀÍ F 33.000) do 
lado luminal da membrana tilacóide estabilize o complexo Mn. À 
estrutura detalhada do arranjo Mn ainda não é conhecida, Como 
o manganês pode existir nos estados de oxidação estáveis desde 
+2 até +7, esse arranjo de quatro íons certamente pode doar ou 
aceitar quatro elétrons. O mecanismo mostrado na Figura 19-51 
é consistente com fatos experimentais. Entretanto, até que as es- 
truturas químicas exatas de todos os intermediários do arranjo 
de Mn sejam conhecidas, o mecanismo permanece elusivo. 


A Síntese de ATP 
peia Fosforílação 

A atividade combinada dos dois fotossistemas das plantas move 
os elétrons da água para o NADP + , conservando alguma energia 
da luz absorvida como NADPH (Fig. 19-46). Simultaneamente, 
prótons são bombeados através da membrana tilacóide e a ener- 
gia é conservada como um potencial eletroquímico, Nós vere- 
mos agora o processo pelo qual esse- gradiente de prótons dirige 
a síntese de ATP, o outro produto que conserva a energia das 
reações dependentes da luz. 

Em 1954, Daniel Arnon e seus colaboradores descobriram 
que o ATP é gerado a partir de ADP e Pi durante a transferência 
de elétrons folossintetizadora em cloro plastos de espinafre 
iluminados, O suporte para esses achados veio do trabalho de 
Albert Frenkel, em que foi detectado que a produção de ATP 
dependente da luz em estruturas membranosas contendo pig- 
mentos chamadas cromatóforos, era proveniente de bactéria fo- 
tossintetizadora. Os investigadores concluíram que alguma ener- 
gia luminosa capturada pelos sistemas fotossintetizadores des- 
ses organismos é transformada na energia da ligação fosfato do 
ÀTP, Esse processo é chamado fotofosforilaçâo, para diferen- 
ciá-lo da fosforilação oxidai iva na mitocóndria que respira. 




Daniel Arnon 
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Um gradiente de prótons acopla 
o fluxo de elétrons e a fosforilação 

Várias propriedades da transferência de elétrons fotossintcliza- 
dctres e da fotofosforihição nos cloroplastos Indicam que o gra- 
diente de prótons íetn o mesmo papel que na fosforiiação oxida - 
iiva da milocóndriü. { 11 Os centros de reação» os transporlado- 
res de elétrons e as enzimas formadoras de ATP estão localizado* 
em uma membrana impermeável a prótons» a membrana tila- 
eòide» que deve permanecer intacta para suportar a fotofosfon- 
bçàcx 12) A fntnfo&fortlaçáo pode ser desacoplada do fluxo de 
elétron* por reagente* que promovem a passagem dos prótons 
através da membrana tibcóide. (3) A fotofosforüação pode ser 
bloqueada peia venturiddina e compostos similares que inibem 
a forma vão do AT?, pda AT? sintase mitocondrial. a partir do 
ADP c P H (Tabefe 19-41, (4) A síntese de ATP é catalisada pelos 
compíe\o.> F a F,, localizados na superfície externa das membra 
nas tilacoides» que são muito semelhantes em estrutura e fun- 
ção ans complexos F..F,da mitocòndna. 

A* moléculas que transferem elétrons na cadeia dos transpor- 
tadores conectando FSII e FS1 estão orientadas assimetrkanrtenle 
na membrana lilacóide.de forma que o fluxo de elétrons fotoin- 
duzido resuEU em uma movimento líquido de prótons através da 
membrana» do lado estrumai para lumen tifecóide f Fig. 19-52)» 

Em 1966, André fegcndorf mostrou que um gradiente de 
pH através da membrana tibcóide {alcalino do lado externo) 
poderia fornecer a força motriz para gerar ATP. As observações 
iniciais de Jagendorf forneceram algumas da* mais importantes 



evidências experimentais em apoio 1 hipótese quimiosmótíca 
de MitdieíL Ele incubou doropUstos no escuro e em tampão de 
pH 4,0, 0 tampão penetrou fenumenir no compartimento in- 
terno dos tikcóides» diminuindo o «u pH interno. Ele adicio- 
nou ADP e Pjà suspensão escura de doroplastos e. subitamente» 
elevou o pH do meio externo até 8,0» criando momentaneamente 
um grande gradiente de pH através da membrana. À medida 
que os prótons se movimentavam para fora dos tilacóídes até o 
meio externo» o ATP era gerado a pari ir do A DF e P^ Como a 
formação do ATP ocorreu no escuro (sem nenhuma entrada de 
energia luminosa}» esse experimento mostrou que um gradien- 
te de pH através da membrana é um estado de alta energia que 
pode, como na fosfor ilação oxid ativa mitocondrial, mediar a 
transdução de energia da transferência de détmns para a ener- 
gia química do ATP» 



Figura 19-52 - Circuitos dos prótons e das elétrons nos tilacóídas. Os elétrons (setas azuis) se movem da H,0 por 

meio de FSII, a cadeia intermediária de transportadores FSI e fmalmente para o NADP" Os prótons (sela* vermelhas) são 
bombeados para o lümen tilacóide pelo Hiup de elétrons por meio da cadeia de transportadores entre FSII e FSI e entram 
novamente no estruma por meio dos canais de prótons formados pela porção f L da ATP sintase» designada CF© na enzwna 
dó doioplatío. A subunidaóe F ( , Cf,, catalisa a Mntetf do ATP 


A estequiometria aproximada da 
fotofosforiíação já foi estabelecida 

Â medida que os elétrons se movem da água para o NADP 1 , 
cerca de 12 H + se movem do estroma para o lúmen tilacóide, 
para cada quatro elétrons que passam (isto é, para cada üj for- 
mado). Quatro desses prótons são transportados pelo comple- 
xo produtor de oxigénio, e cerca de oito, pelo complexo do cito- 
cromo bff* O resultado mensurável é uma diferença de 1 .QÜÜ ve- 
zes na concentração dos prótons através da membrana tilacóide 
(ApH = 3). Lembre-se de que a energia armazenada no gradien- 
te de prótons (o potência! eletmquímico) apresenta dois com- 
ponentes: uma diferença de concentração de prótons (ApH) e 
um potencial elétrico ( Ay) devido à separação de carga. Nos clo- 
roplastos, o ApH é o componente dominante. O movimento dos 
contra-ions aparentemente dissipa a maior parte do potência! 
elétrico. Nos cloroplastos iluminados, a energia armazenada no 
gradiente de prótons por mol de prótons é: 

AG = 2,3 RT log ApH + = -I7kJ/mol 

assim, o movimento de 12 moles de prótons através da mem- 
brana tilacóide representa a conservação de cerca de 200kf de 
energia, energia suficiente para conduzir a síntese de vários mo- 
les de ATP (AG' Ü = 3G,5kJ/mol). Medidas experimentais produ- 
ziram valores de ATP por 0 2 de cerca de 3. 

Pelo menos oito fótons devem ser absorvidos para impulsio- 
nar quatro elétrons da H 2 0 para o NADP + (um fóton por elétron 
em cada centro de reação), A energia nos oito fótons da luz visível 
é mab que suficiente para a síntese de trés moléculas de ATP, 

A síntese de ATP nâo é somente uma reação de conservação 
de energia da fotossíntese. O NADPH formado no final da trans- 
ferência de elétrons também é energeticamente rico, similar mente 
ao seu análogo NADH. A equação global para a fbtofbsfbrilação 
não cídica (veja a seguir) é: 

2H>0 + 8 fótons + 2NADP 1 4 -3ADF 4 -3Pi * 

O; + - 3 ATP 4 2NÀDPH (19-1 7) 

O fluxo cíclico de elétrons produz ATP 
mas não NADPH ou 0 2 

Uma via alternativa do fluxo de elétrons induzido pela luz permi- 
te aos cloroplastos variarem a razão entre NADPH e ATP forma- 
dos na presença da luz. Eia é chamada fluxo ddico de elétrons 
para se diferenciar do ciclo normalmente unidíredonal ou fluxo 
nao-cídico de elétrons da H 2 0 para o NADP + , Q fluxo cíclico de 
elétrons (Fig, 1 9-46) envolve somente FSI. Os elétrons transpor- 
tados do P7Q0 para a ferredoxina nâo continuam para o NADP*, 
mas voltam por meio do complexo do citocromo b<f para a plas- 
tocianma. O caminho dos elétrons se equipara ao da bactéria sul- 
furosa verde (Fig, 19-44b), A plastodanina doa os elétrons para o 
P700,que os transfere para a ferredoxina quando iluminada. Desse 
modo, na luz, FSI pode causar um movimento cíclico dos elé- 
trons para fora do centro de reação de FSI e depois voltando para 
ele. Cada elétron é impelido ao redor do ciclo pela energia produ- 
zida pela absorção de um fóton. O fluxo cíclico dos elétrons não é 
acompanhado pela formação real de NADPH ou evolução de Oj, 
Entretanto, ele é acompanhado pelo bombeamento de prótons 
pelo complexo do citocromo fç/e pela fosforilaçâo do ADP em 
ATP, que é denominada folofosforilaçào cíclica. A equação geral 
para o fluxo cíclico de elétrons e fotofosforilação é simplesmente: 

AHP 4 P, ATP 4 HjO 

Regulando a partição de elétrons entre o NADP h e a fotofos- 
for ilação cíclica, a planta ajusta a relação entre ATP e NADPH 
produzidos nas reações dependentes de luz para igualar as suas 
necessidades em relação a esses produto s nas reações de assimi- 


lação de carbono e outros processos biossintetizantes. Confor- 
me será visto no Capítulo 20, as reações de assimilação de carbo- 
no requerem ATP e NADPH em uma relação de 3:2. 

A ATP sintase dos cloroplastos 
é similar à da mitocôndria 

A enzima responsável pela síntese do ATP nos cloroplastos é um 
grande complexo com dois componentes funcionais, GF 0 e CF, (o 
C denota a sua origem nos cloroplastos). CF 0 é um poro de prótons 
transmembrana composto de várias proteínas integrais de mem- 
brana e é homólogo à F tí mitocondríal. CF, é um complexo protéi- 
oo periférico de membrana muito semelhante à F] mitocondríal 
em relação à composição em subunidades, estrutura e função, 

A micToscopia eletrônica de cloroplastos seccionados mostra 
complexos da ATP sintase como projeções semelhantes a maça- 
netas na superfície externa (estromal ou N) das membranas tila- 
cóides, Esses complexos correspondem ao complexo da ATP sin- 
tase vistos projetando-se na superfície interna (matriz ou N) da 
membrana mitocondríal interna. Dessa forma, tanto a orientação 
da ATP sintase como a direção do bombeamento dos prótons nos 
cloroplastos são opostas àquelas na mitocôndria. Em ambos os 
casos, a porção F, da ATP sintase está localizada no lado mais al- 
calino (N) da membrana, por meio do qual os prótons fluem na 
direção do seu gradiente de concentração. A direção do fluxo de 
prótons relativo a F 3 é a mesma nos dois casos: P e N (Fig. 19-53). 

Acredita-se que o mecanismo da ATP sintase do doroplasto 
também seja essencialmente idêntico àquele da sua análoga mi- 
tocondrial. O ADP e o Pj se condensam rapidamente para for- 
mar o ATP na superfície da enzima e a liberação desse ATP liga- 
do à enzima requer uma força próton motriz. A catálise rotacio- 
nal emprega seqüendalmente cada uma das três subunidades p 
da ATP sintase na síntese e Liberação do ATP e na ligação do 
ADP 4 P, (Figs. 19-23, 19-24), 

Os cloroplastos provavelmente surgiram 
de danobactérías endossimbiótkas 

Da mesma forma que as mitocôndrias, os cloroplastos contêm 
o seu próprio DNA e a sua maquinaria sintetizadora de proteí- 
nas, Algumas proteínas do doroplasto são codificadas pelos ge- 
nes dos cloroplastos e sintetizadas nos cloroplastos, enquanto 
outras são codificadas por genes nucleares, sintetizadas fora dos 
cloroplastos e importadas (veja Fig, 27-39b). Quando as células 
das plantas crescem e se dividem, os cloroplastos dão origem a 
novos cloroplastos por divisão, durante a qual o seu DNA é re- 
plicado e dividido entre cloroplastos filhos, A maquinaria e o 
mecanismo para a captura de luz, fluxo de elétrons e síntese de 
ATP nas bactérias fotossíntetizadoras são similares em muitos 
aspectos àqueles dos cloroplastos das plantas superiores. Essas 
observações levam à hipótese, agora largamente aceita, de que 
os progenitores evolutivos das modernas células das plantas fo- 
ram eucariotos primitivos que engolfaram as bactérias fotos- 
sintetizadoras e estabeleceram relações endossimbióticas estáveis 
com elas (veja Fig, 2-15), Por meio de vários critérios, o FSU das 
plantas pode ter derivado do centro de reação da bactéria púrpu- 
ra, enquanto o FSI pode ter derivado da bactéria verde. 

Os prodorofrtos bactérias fotossíntetizadoras que contêm 
a clorofila a e a b, mas não ficobilinas, são os prováveis progeni- 
tores dos cloroplastos das atuais plantas superiores. Compara- 
ções das seqüências de DNA em genes que codificam proteínas 
do fotossistema nas plantas superiores e nos proclorofitos su- 
portam essa relação evolutiva, A cianobactéria utiliza a clorofila 
a e ficobilinas para coletar luz e provavelmente são os progeni- 
tores dos cloroplastos das atuais algas vermelhas, que também 
usam a clorofila a e ficobilinas. 
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Figura 19^53 - Comparação da topologia do 
movimento dos prótons e da onentação da ATP 
sintase nas membranas da mitocflndria, doro- 
pkastas e bacténa E. caii Em cada caso, a ori- 
entação do gradiente de prótons em neiação á 
ATP sintase é a mesma. 


Diversos organismos fotossintetizadores usam 
doadores de hidrogênio diferentes da água 

Pelo menos metade da atividade fotossintetízadora na Terra ocor- 
re em microrganismos, tais como algas, outros eucariotos fbtos- 
sintetizadores e bactérias fotossintetizadoras. A tianobactér ia apre- 
senta os sistemas FSII e FSI em seqüência e o sistema FSN apre- 
senta uma atividade de cisão de H 2 0, muito parecida com aquela 
das plantas. Entretanto* os outros grupos de bactérias fotossinte- 
tizadoras apresentam um único centro de reação e não quebram a 
água ou produzem 0 2 , Muitas são anaeróbicos restritos e não to- 
leram O?. Elas devem usar como doador de elétron algum com- 
posto diferente da água. Algumas bactérias fotossintetizadoras 
usam compostos inorgânicos como doadores de elétrons (e hi- 
drogénio). Por exemplo, a bactéria sulfurosa verde utiliza H 2 S: 

2Hi$ + C0 2 düL* (CHaO) + H 5 0 + 2S 
Essas bactérias* em vez de produzir Oj molecular, produzem en- 
xofre elementar como produto de oxidação do H 2 S. Outras bac- 
térias fotossintetizadoras usam compostos orgânicos tal como 
o lactato como doadores de elétrons: 

2 Lactato + C0 3 1tLZ > (CH 2 0) ■+ HjG + 2 piruvato 
À similaridade fundamental entre a Fotossíntese das plantas 
e a das bactérias, apesar das diferenças nos doadores de elétrons 
que elas empregam, torna-se mais óbvia quando a equação da 
fotossíntese é escrita em uma Forma mais geral: 

2H ; D + C0 2 -±“1+ (CHjO) + HjO 4- 2 D 
onde HjD é um doador de elétrons (hidrogênio) e D é a sua forma 
oxidada. H 2 D pode ser água, sulfeto de hidrogênio* lactato ou al- 
gum outro composto orgânico, dependendo das espécies, É muito 
provável que a bactéria que primeiro desenvolveu habilidade fo- 
tossintetizadora utilizou H^Soamo fonte de elétrons e que, somente 
após 0 desenvolvimento posterior da fotossíntese oxigêniça (há cer- 
ca de 2,3 bilhões de anos), o oxigênio representa uma significativa 
proporção da atmosfera terrestre. Com esse desenvolvi mento, a evo- 
lução do sistema de transferência de elétrons que usa 0 2 como seu 
principal aceptor de elétrons tornou-se possível, culminando edm 
a extração de energia altamente eficiente da fosfor ilação oxidativa. 

Na bactéria halofílica, uma única proteína absorve luz 
e bombeia prótons para direcionar a síntese de ÂTP 

A bactéria halofílica (“que gosta de sal*) Halobacterium salina- 
rum, uma arquebaetéria derivada de um progenitor evolutivo 
muito antigo, capta a energia da luz solar por meio de um pro- 


cesso muito diferente do mecanismo fotossintetizador já descri- 
to, Essa bactéria vive somente em lagoas de salmoura e lagos 
salgados (Grande Lago Salgado ou Mar Morto, por exemplo), 
onde a alta concentração salina, que pode exceder a 4M, resulta 
da perda de água por evaporação. De fato, a holobactéria não 
consegue viver em concentrações de NaCl menores que 3M. Esses 
organismos são aeróbicos e normalmente usam o 0 2 para oxi- 
dar as moléculas orgânicas combustíveis. Entretanto, a solubili- 
dade do 0 2 é tão baixa nas lagoas de salmoura que, algumas ve- 
zes* 0 metabolismo oxidativo deve ser suplementado pela luz 
solar como uma fonte alternativa de energia, 

A membrana plasmática da H< salinarwn contém regiões de 
pigmentos que absorvem luz, bacteriorrodopsina, que contém 
o retina] (aldeído deri vado da vitamina A; veja Fig. 11-19) como 
grupo prostético. Quando as células são iluminadas, 0 frans-re- 
tinal (retinal com todas as suas duplas ligações na forma trans) 
ligado à bacteriorrodopsina absorve um fóton e sofre fotoiso- 
merização para 13-ds-retinal, A restauração do tram-retinal é 
acompanhada pela liberação de prótons para fora da célula atra- 
vés da membrana plasmática. A bacteriorrodopsina, com ape- 
nas 247 resíduos de aminoácidos* é a mais simples bomba de 
prútons impulsionada pela luz. A diferença na estrutura tridi- 
mensional da bacteriorrodopsina no escuro e após iluminação 
(Fig. !9-54a) sugere uma via por meio da qual uma série ajusta- 
da de “saltos" de prótons pode mover efetivamente um próton 
através da membrana à medida que a modificação conformado- 
nal ocorre. O cromóforo retinal fica ligado ao grupo E-amino da 
Usina por meio de uma ligação do tipo base de Schiff, Ho escuro, 
o N dessa base de Schiff é proton ado* mas a fotoisomerização do 
retinal diminui o p K u desse grupo e ele libera seu próton para um 
resíduo Asp nas proximidades, iniciando uma série de saltos de 
prótons que fundamentalmente resultam na liberação de um pró- 
ton na superfície externa da membrana (Fig. 19- 54b). 

O potencial eletroquimieo resultante impulsiona os prótons 
de volta para a célula por meio do complexo ATP sintase ligado 
ã membrana que é muito similar ao da mitocòndria e do cloro- 
plasto. Assim, a holobactéria pode usar a luz como fonte para 
suplementar o ATP sintetizado pela fosforilação oxidativa quan- 
do o O z é limitado. Entretanto, a holobactéria não produz Q 2 
nem efetua a fotor redução do NADP" . Sua maquinaria fototrans- 
dutora é, contudo, mais simples que a da danobactéria e plantas 
superiores. Todavia, o mecanismo de bombeamento de prótons 
usado por essa única proteína representa 0 protótipo de muitas 
outras, mais complexas, bombas de íons. 
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Figura 19-54 - Bom boame rito de prótons dirigido pela luz pela bacteriorrodopsina (a) A bacteriornodopsina (M r 2 6. 000) 
tem sete a-héliçes que atravessam a membrana. O cromóforo frans-retinal (púrpura) está ligado covalentemente via base de Schiff 
a um grupo t-amino de um resíduo de Lys mergulhado no mterior da membrana. Espalhados ao longo da proteína estáo vários 
resíduos de Asp e Glu e várias moléculas de água intima mente associadas que, juntas, proporcionam a via transmembrana de 
prótons (setas vermelhas). Qs passos© a© indicam os movimentos de prótons descritos a seguir, {b) No escuro {painel esquerdo), 
a base de Schiff é prato nada, A iluminação (painel direito) fotoisomerisa o retinal forçando mudanças conformado nais súbitas na 
proteína que alteram a distância entre a base de Schiff e seus resíduos de aminoáddos vizinhos. A interação com esses vizmhos 
diminui o pK d da base de Schiff e ela doa seu próton para o grupo carboxflito de um Asp ú:i próximo (passo © em (a)). Isso imeia 
uma sárie ajustada de saltos de prótons entre as moléculas de água (veja Fig. 4-12) no mterior da proteína, que termina com o passo 
©, a liberação de um próton que foi compartilhado pelo Glu 11)4 e Glu ?r4 próximo ã superfície extracelulac A base de Schiff readquire 
o próton do Asp K (©) que r por sua vez, toma um próton do citosol {©). Finalmente, o Asp â - doa o seu próton, acarretando a 
pnotonaçãD do par Glu^-Glu'” (©}. O sistema agora está preparado para um outro ciclo de bombea mento de prótons. 
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Resumo 


A teoria qumiiosmotica fornece o arcabouça inte- 
lectual pari o entendimento de muitas traiuduçõe* 
dt encrgi j bi otágkas. Lndiiindo os processos de fos- 
forilaçâó oxida tiva e a fo totróforilação- O mecanis- 
mo de acoplamento da energia é semelhante em 
ambos os casos: a energia do ftuxo de elétrons é con- 
servada peio bombeam? n tu concomitante de pró- 
tons através da membrana, produzi ndo um gradi- 
ente rlrlmquímicu. a força próton motriz 

N'a milocòndria. o& átomos de H removidos dos 
substratos petas desidrogenases ligadas ao NAD 
doam détrons para a cadeia respiratória (iranste- 
néneia de détrons), que m transferem ao Q : mule- 
oiiar, reduzindo-o a HjQL Sistemas de lançadeiras 
transferem os equivalentes redutores do NADH d- 
tosõlko ao NADH mitocondrial. Oi equivalentes 
redutores de todas as desidrogenações ligadas ao 
NAD são transferidos á NADH desidrogenase mi- 
tocondrial (complexo I). Eles então passam por meio 
de uma série de centros Fé-S para a ubiquinuna, que 
transfere os elétrons iro eitncmmo ft, o primeiro 
iransportador no complexo I1L Nesse compkxo. os 
elétron* passam por meio de dois çiiocromos do 
tipo b e do dtooomo r, antes de atingir um cenim 
Fe-S. O centro Fe-S passa os ciétrorts, um de cada 
vri* através do dtocromo c para o complexo IV* d- 
tocramo oxidase- Essa enzima que contém cobre e 
lambem os ritocromos díiit acumulam elétrons, 
passando -o* então para o Ü Jt que é reduzido a H ; Q. 

Alguns elétrons entram nessa cadeia de carrega- 
dores através de vias alternativas, O succínato, por 
exemplo, é oxidado pela succ inato desidrogenase 
í complexo II), que contém uma flavoproteírta (com 
FAD)»qw passa os elétrons para a ubiqmmma atra 
véi de vários centras Fe-S. Os elétrons derivado* da 
oxidação dos ácidos graxos passam para a tibiqui- 
nona at r aves da üavoprtrtdru de transferência de dé- 
trons tFTE). 

O fluxo de elétron* por meto do* complexo* 1. 
III e IV resulta no bombeamento de próton* atra- 
vés da membrana m itoco nd rial interna, tornando a 
matriz alcalina em relação ao espaço intermembra- 
nuso. Essé gradiente de prótons fornece a energia 
(força próton motriz} ptira a síntese do ATP a partir 
do ADF e P, pela ATP lintasc da membrana interna 
(complexo F 0 F|)* Essa enzima promove a "catálise 
roiaciojial" em que o fluxo de prótons, por meio de 
F*. faz com que cada um dos sítios de ligação dos 
nudeotklcos cm Fi osdkm entre a* configurações 
(ADP + Pd ligado. ATP ligado r varia. A formação 
de ATP na enzima requer pouca energia e o papel 
da força proton motriz t empurrar o ATP do seu 
sitio de ligação na sintase. As bactéria* realizam a 
fosíor ilação oxida ti va por mecanismos eucnrial- 
mente semelhante*, usando os transportadores de 
elétrons e uma ATP sintase, na membrana pi asmá- 
tica. A fosfor ilação oxidativa, que produz a maioria 
do ATP requerido pelas célula* aeróbicas, é regula- 
da pelas demanda* de energia celular. No tecido 
adiposo marrom, que é especializado par* a produ- 
ção do calor metabólico, a trtftsfcrénria de elétrons 
está desacnplada da síntese de ATP e 1 energia da 


oxidação de ácido* grzxot i, portanto, dissipada, 
como calor. 

A futofosforikçáo no* dompiasío* da* planta* 
verdes r na* rianobaclérijs também envolve o fluxo 
dé elétrons por meio de uma série de transportado- 
res ligados à membrana. Nas reações luminosas da* 
plantas, a absorção de um lóton excita as moléculas 
de clorofila e outros pigmentos (acessórios) que ca- 
nalizam a energia para os centros dr reação na* 
membranas lihaeóides. Nos centro* de reação, a fo- 
toexctUtção resulta em uma separação de carga que 
pfuduz um bom doador de elétrons (agente redu- 
tor) t um bom aceptor de elétrons. As bacténas apre- 
sentam um únkn centro de reação: nas bactéria* 
púrpura*, ele é do tipo ícotitina-quiiiona, e na bac- 
téria sulfurosa verde, do tipo Fe-S. Estudos estrutu- 
rais (kl centro de reação da bactéria purpura pro- 
porcionaram informações sobre □ fluxo de elétron* 
impulsionados pela luz de um par especial excitado 
de moléculas de clorofila, por mdo da feofilinu para 
as q ui nonas. Os elétrons então passam dos quino- 
na* através do complexo do dtocromo fir, de volta 
para o Centro de reação. Uma via alternativa, na bac- 
téria sulfurosa verde, envia elétrons da* qmnonas 
reduzidas para o NAD*. O fluxo dr elétrons por mero 
do compkxo do citocrnmo bc^ impulsiona « pró- 
ton* através da membrana piasmática. ciiuulu uma 
força próton motriz que fornece a energia para a 
síntese do AT F por uma ATP sintase similar á da 
milocòndria. 

A cmnnbactéría t a* planta* apresentam dois cen- 
tros de reações diferentes que funcionam juntos, O 
fotossistema 1 das, planta* passa elétron* do seu cen- 
tro de reação excitado, P700, por meio de uma *érie 
de transportadores até a fcmdoxina que, então, re- 
drou NADP* a NADPH, O cmlro de reaç&c P68G, 
do fotussistrma II passa elétrons para a ptastoqut- 
nona, e os elétrons perdidos peio PÓ8C são substituí- 
do* por déirons retirado* da H : 0 (outro* doadores 
de hidrogénio, diferente* da HiO, são usado* em 
outro* organismos), Essa cisão da H.O provocada 
peto luz é catalisada por um complexo prutéteu con- 
tendo Mn, com produção de Oj, A pl.asioqui.no na 
reduzida transporta elétrons para o complexo doci- 
tocromo bj. Dai des passam para a plastncianlna e, 
então, para o P7D0, para substituir os elétron* perdi- 
do* durante a fotoexc ilação A cisto da igua e o flu- 
xo de elélrons por meio do complexo do ctlocromo 
kf s*o acompanhados pelo bombeaiMnto de pró- 
ton* através da membrana t ilacóide, c a força próton 
motriz ãska criada conduz a síntese de ATP por um 
complexo CF 0 CF|, muito semelhante ao complexo 
F rJ T L da mitocóndna. Dessa forma, esse fluxo de elé- 
trons po r meio dos fotos* b te mas II e I produz 
NADFH e ATP em uma razão de 2:3. Um áegundo 
tipo de fluxu de elétrons (fluxo cíclico) produz ape- 
nas ATP e permite uma variabilidade nas proporções 
de NADPH e ATP furroados, A localização de FSJ e 
FSll entre as lamelas granai e estrumai é Variávd e 
controlada indirelamenk peia inlemídade lununo- 
sa, otimizando a disi ribuição de exaton* entric FSI e 
FS1I para ura captura eficiente de energia. 


Tanta a. mitoçõmirL.i quantu os clorciplãstd:; con- 
tém ui &«b próprtm gvnorm* e T acredita -ve, que 
des tenham se originado de procsriofoç cndauim- 
biontes das células eucariotas primitivas. A fnifori- 
Uyio úxkUtiva nas haciénas acrôbicu e a fcKoíos 
forilação rua bactérias foto^metixador» sJo mui- 
to semelhantes, na maquinaria e no mec a nismu, aos 


pracewos homólogos nas mltixAndrias e nos cío- 
noplastos. A çianobactéria utiliza vários complexos 
enztmálicós tanto na fosfortbçãn oxidattva quanto 
rta fotofosforilação, ilustrando j umiUridade entre 
os dois proeeíKM. A baaeriorrodopsuu è a bomba 
de prótons impulsionada peia liu r d sistema fotos- 
sintetizado r mais simples e mais hem compreendido. 
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de RH. Fdtmgjme rw mesmo vohjme de San kc, 
Web» T Sênior AE, (1997) Ctulytk mechinism crf F^- 
ATP^se. Bioi Aini, Bkfphfi. ,Aria 1319. J9-5Í 
Uma revisão avinçad* d» evidítWiâi dnêtsc*, ertru 
isjral e bioquimia para o mecanismo da ATT ííhüíc- 
Ya-suda R, Ndjí H r Kinorita fr.R, it Yoihida M. U998) F r 
ATPase is a highly effkicni molecular moioc ihai rolat» 
wiih discrele !2fl° strp*. Ceü 93, 1 1 17-1 124 

Demonstração gr abc* da rtrlaçlo da ATP siniase. 

Regulação da foíforilaçlo 
oxidativa da mrtocôwM* 

Brand MD & Murphy MP, (1987) ConiróL of dectron flux 
through ihe respiraiory chaili tn mitóchondiia and cells. 
fliaí. fiev. CumÊ. Phibs. Stw, 62, 141-193, 

Uma descrição avançud» dó controle respiratório. 

Ha itís DA & Das AM, (1991) Canlral of mitochondrial 
ATP symhesis in the heart, fliocJrem. J, 280, 561-573. 
Discussão avançada sobre a reguteçfto da ATP sintasc 
por Ca 3 ' e outros fatores, 

Küngenberg M & HuangSG (1999) Stniítuee and Eunc- 
tion of the uncoupling protein from brown adipose tis- 
sue. BiocAiFrí. Biophys. Acw 14)5* 271-296, 


Doenças da mitocòndria 

Schapira AHV. (1999) Mitochondrial disorders. Biochtm, 
Biopbys, Acu i 141 D, 99402. 

Uma pequena introdução editorial a um vohrnie com- 
pleto (oito revistes! sobre « papel da mitocÒndria cm 
doenças humanas. 

Wailace DC 1 1997) Mtlochondrial DNA m aging and 
dte«e. Sã. Anr. 277 I Agosto), 4^47. 

WalLaee DC. (1999) Miiodiocidn*) disease in mau and 
mouse. Science 2S3. 14824487, 

FOTOSSÍNTESE 

Coletando hxnmoü 

Cogdril R|. Isaact NW, Howwd TD, McLudtey R* Fruo 
NJ* * Prince SM. (1999) Ho» photosynthetií: bactéria 
h mtü solar enelfy I B*unU 181. 3*69-3879. 

Uma pequena frvúio de nlvé médio da estrutura c 
funçAo do complexo coletor de lut da baaéria púrpu- 
ra e fluxo de exerton para o centro de reaçio. 

Grcrn BR., PichersItT L & tíopprt«K K. (1991) Chíoro 
phytl a/9-binding proiciiw an tiicnded tamily Twrdi 
Bjactem. Sa. 16. lí 1-1*6 

Uma descnçlo dc ólvd médio da» proidnaí que ori- 
cniam u molécula» de dorofila no* doroplastíss. 

Zubtr H. (1986) Sttuclüre of ligM-harvçtfing antenna 
complíxes of photcffynfheltc bactéria, oanobaeteria and 
red algae. 7>ifndí Brnríiem, Sn, 11, 414-419. 

Fluxo d» elétrons impulsionados pola luz 

Cogdell RJ, Isaacs MW, Hosvard TD. McLuskcy K, Fraser 
NJ, & Prince SM. (1999) How photosynthetic bactéria 
harvrst solar energy. /, Bacteriol 181, 3869-3879, 

Revisão dos recentes dcsenviilvimentos na quimica t 
biologia dos colehirei de Iuk daa bactérias e do centro 
de fotormçliO, 

Dasenhofcr IA; MkhdH. (1991 J Sírucmresof bacterialpkh 
tneynthetic reaction certcrv Apwill Ríx Cdl Bioí 7, 1-23. 

A estrutura áú cenlw dc rcaç4o da bactéria púrpura e 
implrcjçte* para a funçfc» doa centros de reação da* 
bacténas e plantas. 

Huber R (1990) A «ructural b**u oí Isght enerp and 
dectron Lratufer iit biolctgy fitr f Btuchan. 187,283-305. 
Conferência Nobd de Hubcr descrevendo a iska e a 
qmnuca du fntoir aniduçte* Uma discussão excepcw- 
naliTiente dara e bem ilustrada ba*eada em estudos 
cristalogrificoi. do* centre» dc n^to. 

Tagcndorf AT. (19671 Acid-base rrarwitkim and phospbo- 
rybtion by ddoroplestL Fid Pr w- 26, 1361-1369. 

O experimento cláMKO que cstabdeceu a capacidade 
(k> gradiente de próton de comtndar a ximese de ATT 
i» escuro. 

Rerféld CA íl Krogmann DW, ( 1998) PhoiMTOthetK cy- 
tocJiroma r m cymiKit**c*ena, algac, and piam* A*m. Re* 
Píímf PhrtuiL PltiJir Mnf Bttf 49, 397^25- 

Compteio dt óxão da água 

Rõpicr M, Boeken» EJ* «£ Barbei J. ( 1996) How does 
photosysiem 2 iplit walffí The itructural basis of effi^ 
denl energy canvcnion, Trendt Ricfhfffl. Sá- 21, 44-49. 
ãulaí VA 8c Brudvig GW, (1998) How plams produce 
dioirygcn, Am. Sá. 86, M2-551. 

Uma introdução bem üuttrada do complexo pn>du- 
tor de oxigênio nas plantas. 

Bactarlorrodopsina 

Luecke Schoheri B. Riehter H-T, Cartaíllcr JP, & Unyi 
JK. ( 1999) Structuml dhanges in bacteriorodopsin during 
ion transpon ai 2 angsimn retolution. Science 2S6, 255-264, 
E*te artigo e um comentário editorial, no mamo nú- 
mero do 5cif*u¥, descrevem o modelo para a translo- 
cação dí H" por meió do salto de prótons. 


I . Reaçúe* de oudoção-redução Ü complexo d) N A PH 
drtjjiriigíaüc da CJtíeu respiratória mitocondru) pro- 
move ü iegiiiruci tfftn lÍí reações de oxidaçJko redução., 
çm rjue ti Fe 1 * t ó Fe^ representam o Fe nau centro* fcr- 
no-e tkA£] Ire. Q;i uknqui nom, QH_- é o ubiqtitnol eF fs 
fltzimi: 

(I) NADH H|- t E-FMX -*■ NAD' * E-FMNHj 

(Z) E-FMNHj + 2lV' -* È-FMN + IPe 1 « 2 H t 

(3) 2Fc* 4 2H + Q -+ 2Fe>* + QH a 

Soma: NADH + H ' + Q -* NAD' + QHj 
Para cada uma das trêa reações catalisadw pelo comple 
xo da NADH dcaidragenosi: identifique: (a) o doador de 
d écrans; (b) o atepfor de elétrons; (c) a par redes conju- 
gado; | d> o agente redutor; fe) a agente nxidariíe. 

2- Ikidas *$ parle* da ubiquiiiona km unu função Na 
transferencia <Ie détmm, somente a porção qutnoru da 
utoquimiru sofre oxid-Xão redução, enquanto j porção 
waprenoide permanece imlieridii. í£ul é * função desta 
cadeia? 

3, 0 usa do FAD em ve/ da NAD' m oúàvhi do MKcin*- 
io Tinias »s doKfmgmavrt da glicolke e d» eido do ácido 
cllrkx» usam NAP* tF" para o NAD f /NADH é -032 VI 
aum» accptor de détiwu, exceto a suedium dcMilragma 
se, que um o FAD «jvnfciiiemente Ligado fF" |xnr j o FAD/ 
FAPH 2 nessa enzima é Ü.05V ). For que o FAD f um acep- 
tur de détrons mais apropriado que o NAD r na desidroge- 
nação do suednata baseado na comparação dos valores de 
F" p.ira ü par fumamto/iiKxirtato (F M> - n t 03} t NADV 
NADH c o FAD/ FADE b da suecinatt] datdrofcniir, 

4. O grau de redução dos iniíiipírtattHD de déteuns ru 
cadeia maratona O grau de redução de cada inrupor- 
tador de eleTrons tU (jJój respirai uri j é determinado 
pdü condições raitenw* na mjtticúndna. PVe exemplo, 
quando o NADH i O; forem abundantes, ü griu de re- 
dução dc estado ert*üionar io dos iramportadoces dimi- 
nui ã medida que os riíimm pjvj.ni do svb^rato para o 
O;, Quando a transferência de rlélrrms e bloqueada, os 
Transportadores antes do bloquem lomam-sc mais re- 
dundo* enquanto aquele* além do bloqueio (onum-re 
mais oxidados Ivejia Fig, 19-6). Pam cada um* das condi- 
ções abaixo, preveja o estado de oxidação da ubiquinena 
e dos citocromos b, c, , e e u + d>. 

(,a) NADH e l.V ubundiintes, mas nu presença de da- 
neto, 

(b) NADH abundante, mas com falta dc Oj. 

(e) Oi abundante, mas com falta de NADH, 

(dl NADH e O. abundantes. 

5. Efeito di rotenona t da aolimicm* A isa irnuffrtnai 
de eletrons. A rotenuai. um produto ru rural touco de 
plintis, inibe fortememe a NADH desidrogeruie rtiiio- 
cotidriiL de iruetot e per vo, A antmikina A. um antibió- 
tico loikti, inibe fortemmtc a oxidação do ubiquiiud. 

1*1 Esplique jhh qtit * ingestão de rotenooa i letal 
par* aigmms espécies de insetos c peixes. 

tb) Explique por que 4 .tnlimicina A é um veneno. 

(c) Assumindo que a mienona e a antLmidna A são 
iguatmeote efetivas no bloqueio dos seus respectivos síti- 
os na cadeia de íransrer^ncia de elétrons, qual seria o ve- 
neno mais potente? Explique. 

6. DesatiúpLadum d* hivfbriJação oxidatlva. Na miUicòn- 
dria normal a velocidade da transferência dc cleimns e 
Íortemente açoplada a denundu de ATK Quandc» a vdtv 
çidade de otiLtração 4o ATP for relattvainenle hmiu. a 
vvlocidadc da traiuferéncu de ektrxms i baixa Quarvii 


a demanda df AIP aumenta, a velocidade de iruuferén- 
cia de rlorniu umbém aumenta, Noui condiçòes de 
forte acopUmenti*. o oiiniem de tmdftTjUí de ATP pro- 
duzidai por iromo de oxigênio Consumido, quando o 
NADH f o doador de deimns — o ^piocieiiie PM3 — é 
«nu de 2.5, 

Sa) l^eveja os eleiinx de oma címceniraçlo rdalna- 
mente baixa c «uím itUtromctitf nliã de um agente dr- 
sacoplador n* velocidade d* i ransferínda de elêtrans e 
no quociente P/D. 

i b) A Ingestücj Jo-h desactspludnrcs provoca profunda 
sudonese e um aumento na tempcniUira corporal. Expli- 
que esse fenômeno em termos moleculares. O que acunte- 
ce com o quociente P/O na presença dos desacopbdoTes? 

c) O desacoplador 2,4-diniirafertol certa ve/ rbi pnn- 
crito como dniga redmora do peso corporal. Em priTid- 
pio. como cu* drugj poderia funciooar na jjucb da re- 
dução do pfw oarpotaF Ta» agente* drucopladmei não 
são ma t> prc*crUi» devido a aigum» mofta iMurdu 
apos o teu tuo (,iomo * ingestão dc doacòpbdorB. pode 
levar * morte 1 

7. Eíeitot da valinomicio* nm fosfofilaç *o oxidai iva 

Quando o aniibuniio vaíiuomkina é adicionado a um* 
suspensão de mitocAndrias que mpiraffl aiivamçme. ví- 
rios faioret iconírccm: o rendimento de ATP diminui. * 
velocidade de consumo de O^aumenUi, o Clior ê libera- 
do e o gradiente de pH através da membrana mitocon- 
driai intermi u li menta. A valmonliciild alua Como um 
desucftpladnr ou um inibidor da foslor ilação oxidativa? 
Explique as observações experimentais cm termos de a 
capacidade do antibiótico transferir tons K ' através da 
membrana inlema da mflocôndria. 

8 Vlodü de ição d* Jkido-l!tlÍk 4 - r bid:iin:di íDCCI>9 
Quindo a IKXIO e adicionada a urna suspensão de mt- 
tocôndriij fortemeTitc acopladas r que nripirun hht 
jTWTite. a velocidade da transfcrcni. u de détirms i medida 
pelo comumo do Os) c a velocidade da pnictoção de ATP 
diminuem draslicamenle. Se uma solução de 2.4-dim- 
trofemil c adkCK>nada a preparação mitocondnal inibi- 
da, o CtiOsumo dc O; retoma ao normal mas a produção 
de ATP permane cr inibida, 

(a) Que processo na transferência de elétrons ou na 
foífori]*ç4u Qxiditiva è afetado pela DCCD? 

(b) Por que a DCCD afeta a consumo de O; da niito- 
cõndriaí Explique o efeito dn 2,4-dimirofenol na prepa 
ração mitocondrúl inibida. 

(cj Com quais dos seguinte* inibidores a DCCD mau 
sc zíMTrrclhj Rj ação: anliniicin* A. roienona ou oligo- 
micín*? 

9. Cwfaniiüçouçifl dos compaoentes do eido do *a 
da citríco, A tsodtnxo desadniggTuse t enconirada so- 
mente tu mitaçAcdnuh, ovas * maUto desidrogejuse e 
cncoitirad* tanta no ciiosul corna tu mttocòndfia. QtuJ 
i o papel 4* «íalató desidnp|pnasc Cífosólica? 

10. O sistem* de transporte m*]*io a itiogjtjtârato. O 

transporte dc milito e ct-cetoglul aram através da mem- 
brana imc-niã da mitixündria (Fíg, 19- 2b) e inibido pelo 
TT-bu1itmnlon*to, Suponha que o » Imtilm.ilunaio seja 
adicionado a unia suspensão lerdbica dc células renais que 
usam á glicose como cojnbustrvd exclusivo, Preveja o efei- 
to desM inibidort (a) na glicAlisc; tb) nu amsumo de oxi- 
génii]; (d na formaçáo do Lacutu; (dl tia síntese do ATP. 

) 1. A cu nteti tração celular do A DP controla 4 formação 
da ATP. Kmburj o ADP e o P são rrquendos para a sín- 
tese do ATP. * veEockSade de simrse dqiende principal- 
mente d* tooceniraçiD do ADP e não do P, por qué? 



24. Modo de ação do herbicida I3CMU, Quando os do- 
roplastos são tratados com o 3-(3y4-didorofenil)-l,l-dí- 
metiluréia {DCMU ou Diuron), um potente herbicida, a 
produção de O; e a fotofosforilação cessam. A produção 
de oxigénio, mas não a fotofosforilação, pode ser restau- 
rada peia adição de um aceptor de elétrons externo, ou 
reagente de Hill. Como n DCMU age como matador de 
erva daninha? Sugíra uma localização para a ação inibi- 
tória desse herbicida no esquema mostrado na Figura 19- 
46. Explique. 

25. Bioenergética da fotofosforilação. As concentrações 
de estado estacionário do ATP, ADF e Pj nos cloroplastos 
isolados de espinafre, sob iluminação total em pH 7,0, 
são 120, 6 e 7üüpm, respectivamente. 

[a) Qual é energia livre requerida para a síntese de 
l mol de ATP nessas condiçSesí 

(b) A energia para a síntese de ATP é fornecida pela 
transferência dos elétrons induzidos pela luz nos cloro- 
plastos. Qual é a queda mínima de voltagem necessária 
{durante a transferência de um par de elétrons) para sin- 
tetizar ATP nessas condições? (Você pode precisar repor- 
tar à pág. 401, Eq. 14-6.) 

26. Energia luminosa para uma reação redox. Suponha 
que vocé isolou um novo microrganismo fotossintetiza- 
dor que oxida H 2 S e transfere os elétrons para o NADU 
Que comprimento de onda da luz garantirá energia sufi- 
ciente para o H^S reduzir o NAD^ em condições padrões? 
Considere que a eficiência do evento fotóqulmico é 100% 
e use E" de -230mV para o H*$ e -320mV para o NAD*. 
Veja a Figura 19-36 para os equivalentes de energia dos 
comprimentos de onda da ltiZu 

27. Constante de equilíbrio para as reações de cisão da 
água. A coenzima NADP f é o aceptor terminal de elé- 
trons nos cloroplastos, de acordo com a reação 

2HjQ + 2NADP 4 > 2NADPH + 2H" + Q 2 

Use a informação na Tabela 19-2 para calcular a cons- 
tante de equilíbrio a 25'’C para esta reação (a relação en- 
tre c &G“' foi descri fa na pág. 384), Como o cloro- 
plasto contorna esse equilíbrio desfavorável? 


28. Energética da fotntransdução. Durante a fotossínte- 
se, oito fõtons devem ser absorvido» (quatro cm cada fo- 
tossistema) para cada molécula de Q 2 produzida; 

2HiO 4 ShíADP^ 4 8 fótons * 2NADFH 4 2H 4 4 Oj 

Assumindo que esses fótons apresentam um comprimen- 
to de onda de 7G0nm (vermelho) e que a absorção e a uti- 
lização da energia luminosa tenham uma eficiência de 
100%, calcule a variação de energia livre para o processa 

29. Transferência de elétrons para o reagente de Hill. Os 
cloroplastos isolados de espinafre produzem 0 ; quando 
iluminados na presença de ferrkianeto de potássio (rea- 
gente de Hill), de acordo com a equação 

2HjO + 4Fc 34 * 0 2 4 4 ET 4 4Fe 14 

onde o Fe >+ representa o ftrridanetOj t o Fe : \ o ferrocia- 
neto, O NADPH é produzido nesse processo? Explique. 

30. Quão frequentemente uma molécula de dnrufila ab- 
sorve um fóton? A quantidade de clorofila n {M r 892) em 
uma folha de espinafre é cerca de 20pg/cm 3 de folha. Na 
luz sotar do meio-dia (energia média de S.AJ/em 2 ’ min), 
a folha absorve cerca de 50% da radiação. Quão frequen- 
temente uma única molécula de clorofila absorve um 
fóton? 5e a vida média de uma molécula de clorofila ex- 
citada th vivo é de I ns, que fração das moléculas de do- 
rofila é excitada em qualquer tempo? 

31 . Efeito da luz monocromática no fluxo de elétron*. A 
extensão que um transportador de elétrons é oxidado ou 
reduzido durante a transferência de elétrons fotossiníe- 
tizadores pode ser observada direiameote com um es- 
pectrofotõmetro. Quando cloroplastos são iluminados 
com luz de 7üünm h o dtocromo_í a plastoáanina t a plas- 
toqutnona são oxidados. Entretanto, quando os doro- 
plastos são iluminados com luz de 680nm, esses trans- 
portadores dt elétrons são reduzidos. Explique. 

32. Função da fotofosfbr ilação cíclica. Quando o quoci- 
ente 1 NADPH |/|NADP'l nos doroplasí os 6 alto, a foto- 
fosforllaçán é predominantemente cíclica (veja Fig. 19- 
46). O O* é produzido durante a fotofosforilação cíclica? 
Explique. O NADPH é produzido? Explique. Qual é a 
principal função da fotofosforilação cíclica? 
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CAPÍTULO 20 


Biossíntese dos Carboidratos 


No estudo do metabolismo celular chegamos agora ao que po- 
demos chamar de um ponto de retorno. Nos capítulos prece- 
dentes da Parte 111 descrevemos como as principais substâncias 
alimentares — carboidratos, ácidos graxos e aminoáddos — são 
degradadas, por meio de vias catabôlicas convergentes, para en- 
trar no ciclo do áddo cítrico e ceder seus elétrons para a cadeia 
respiratória. O fluxo exergônico de elétrons até o oxigênio está 
acoplado ã síntese endergônica do ATP, Vamos estudar agora as 
vias anabólicas que usam a energia química na forma de ATP ou 
NADH ou NADPH para sintetizar os componentes celulares a 
partir de moléculas precursoras simples. As vias anabólícas são, 
em geral, redutoras antes que oxidativas, O catabolismo e o ana- 
bolismo ocorrem simultaneamente em um estado estacionário 
dinâmico, de tal Forma que a liberação de energia por meio da 
degradação de componentes celulares é contrabalançada pelos 
processos biossintéticos que recriam e mantêm o ordenamento 
intrincado das células vivas. 

Vários princípios de organização da biossíntese merecem ser 
enfatizados de início. O primeiro princípio é o de que a via me- 
tabólica para a síntese de uma biomolécula é usualmente dife- 
rente da via empregada para a sua degradação. Embora essas duas 
vias opostas (anabólíca e catabólica) possam compartilhar mui- 
tas reações reversíveis, sempre há* ao menos, um passo enzimá- 
ticoque é exclusivo de cada uma. Se as reações do catabolismo e 
do anabolismo fossem catalisadas pelo mesmo conjunto de en- 
zimas atuando reversível mente, o íluxo de carbono por meio des- 
sas vias seria ditado exclusivamente pelas leis de ação das massas 
(pãgfi. 384, 386)* não pelas sempre cambiantes necessidades celu- 
lares por energia, precursores metabólicos e macromoléculas. 

Segundo princípio, as vias anabólícas e catabôlicas correla- 
cionadas são controladas pela regulação de uma ou mais das rea- 
ções diferentes e exclusivas de cada uma das vias. Assim, as vias 
oponentes são reguladas de maneira coordenada e recíproca, de 
tal forma que a estimulação de uma via biossintética é acompa- 
nhada pela inibição da via degradativa correspondente e vice- 
versa. Como todas as vias complexas, as biossintéticas são usual- 
mente reguladas nos seus passos iniciais, assim a célula evita o 
desperdício de precursores na confecção de intermediários que 
não são necessários em um dado momento; a economia intrín- 
seca prevalece na lógica molecular das células vivas, 

Terceiro, os processos biossintéticos que consomem ener- 
gia estão acoplados ã quebra do ATP, de ta! forma que, global- 
mente, eles são essencialmente irreversíveis in vivo. Assim, a 
quantidade total de energia do ÁTP (e do NAD(P)H) emprega- 
da em uma dada via biossintética sempre excede a quantidade 
mínima de energia livre necessária para converter o precursor 
em seu produto biossintético. A variação de energia livre gran- 
de e negativa resultante para o processo global assegura que esse 
ocorrerá, mesmo quando as concentrações de precursores são 
relativamente baixas. 



A cana-dc-açúcar realiza a fotassEntese, nela a luz satar frtmcee 
energia para a redução do CÇb cm carboidratos que são arma- 
zenados como sacarose. A produçào de carboidratos por fotos- 
stntcse fornece substratos reduzidos para outros organismo que 
os utilizam como combustível. 

Este capítulo fornece muitas oportunidades para a compro- 
vação dos três princípios resumidos anteriormente á medida que 
descrevermos as vias biossintéticas dos carboidratos. Ele está 
dividido em quatro partes. Estudaremos primeiro a gliconeogé- 
nese, a via para a síntese de glicose a partir de precursores sim- 
ples. Descreveremos, então, como a glicose é convertida em uma 
grande variedade de dissacarídeos e polissacarfdeus: glicogénio 
nos animais e em muitos dos microrganismos, amido e sacarose 
nos vegetais. Então* atingido este ponto, o foco de nossa atenção 
deslocar-se-á inteiramente para os vegetais, O terceiro tópico é a 
incorporação de CO : em moléculas mais complexas (assimila- 
ção do COj), um processo que representa a fonte última de com- 
postos reduzidos de carbono para todos os organismos. O capí- 
tulo termina com o estudo da regulação do metabolismo dos 
carboidratos nos vegetais. A regulação global do metabolismo 
dos carboidratos nos mamíferos está compreendida em um es- 
tudo mais amplo sobre regulação hormonal no Capítulo 23. 

G liconeogénese 

Iniciamos o estudo dos processos biossintéticos celulares com o 
estudo da via central que leva ã formação de diferentes carboi- 
dratos partindo de precursores não-carboidratos (Fig. 20-1). A 
biossíntese da glicose é uma necessidade absoluta nos mamífe- 




ros* porque o crebro e o restante do sistema nervoso» bem como 
a medula renal* o* testículos* o* erilródtos e os tecidos embrio- 
nários. necessitam da glicose fornecida por meio do sangue como 
sua principal* oo mesmo única* fonte de energia* O cérebro hu- 
mano sozinho requer mais de 1 20 g de glicose por dia. 

A formação da glicose a partir de precursores diferentes das 
hexoses i chamada de glíconeogénese {‘"formação de açúcar 
lM>*o*)* A gbconeogínese é uma via universal encontrada em 
todos os animais* vegetais, fungos e microrganismos* e as rea- 
ções que deli fatem parte são as mesmas em todos os casos* Os 
precursores importantes da glicose nos animais são o lactato, o 
pimvato, o ghccrot e a maioria dos aminoáddos { Fig. 20- 1 >. Nos 
animais superiores, a gliconeogêrrese ocorre prindpal mente no 
fígado e. em uma extensão muito menor, nu cortcx renal. Nas 
sementes em processo de germinação, as proteínas e as gorduras 
armazenadas são convertidas em sacarose, um dissiçarideo. para 
transporte através da planta em desenvolvimento. A glicose e 
seus derivados são precursores na síntese das paredes celulares 
vegetais, nucleotidcos e coenzimas e de uma grande variedade 
de outros meUbólitos essenciais. .Muitos microrganismos sâo 
capazes de crescer em compostos orgânicos simples como ace- 
tato, lactato c propionato, os quais podem ser convertidos em 
glicose por meio da glíconeogénese. 

Embora as reações da glkonecigéne&e sejam as mesmas em 
todos os organismos vivos, o contexto metabólico e a regulação 
da via diferem de espécie para espécie e de tecido para tecido. 
Neste capitulo vamos estudar primeiro a glíconeogénese e a for- 
ma como ela ocorre no fígado dos mamíferos. Depois, será eoi^ 
siderado seu papel e sua regulação nos vegetais. 


Assim como a conversão glicolitica da glicose em pmivato t 
uma via central do catabolismo dos carboidratos* a conversão 
de píruvaio em glicose é uma via central na glíconeogénese. Nfos 
animais, as duas vias ocorrem principal mente no citosol e há 
necessidade de serem reguladas de forma reciproca e coordena- 
da. Embora essas vias compartilhem vários passos imermedü- 
rittt, elas não sao idèniicas (Fig* 20-21; *eif cias 10 reações enzi- 
mitkas da glíconeogénese são, na realidade, inversões de rea- 
ções da gLkólbe (discutida no Capítulo 15). 

Entretanto, três passos na glicólise são essencialmente irre- 
versíveis íir mm e não podem ser empregados na glicuneogéne- 
se: a conversão de glicose em glicose -6- fosfato pela hexoquina- 
se* a fosforilaçio da írutose-b- fosfato em iro to se- 1 ,6-bi fosfato 
por meio da fosfofrutoqumase-l e, finalmente* a conversão de 
fosfoenolpiruvato em piruvato pela piruvato tjuinase {Fig- 20- 
2). Nas células* essas trés reações são caracterizadas por uma va- 
riação de enexgia livre, AG, grande e negativa, enquanto as ou- 
tras reações glkoülicas possuem um valor de AG próximo de 
zero (Tabela 20- 1 ). Na glíconeogénese, esse* tré* passos sio con- 
tornados por um con junto separado de enzimas que catalisa rea- 
ções que são suficientemente excrgòmeas pãra ser efetivamente 
irreversíveis na direção da síntese da glicose. Assim, glicólise e 
glíconeogénese são processos irreversíveis nas células, regulados 
de forma independente por controles exercidos em passos enzi- 
mãticus específicos de cada uma das vias. 

Iniciaremos estudando as três reações da glíconeogénese que 
contornam os passos irreversíveis da glicólise. (Tenha em mente 
que o verbo “contornar" será empregado aqui significando “con- 
tornar as reações irreversíveis da via glkoHtkft*.) 
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Figura ZD-2 - As vias opostas da glicóliw a da gliconeogènese no 
fígado do rato. As très reações da gliconeogênese que contorna rn os 
passos irreversiveis da gkôlise estão em alaranjado. Os dois principais 
sítios de regulação da gliconeogênese estão também aqui representa- 
dos; eles são descritos no texto mais adiante. Uma rota alternativa para 
o üxaloaeetato produzido no interior da mitocôndria è mostrada na 
Figura 20-4. 


A conversão do piruvato em fosfoenolpiruvato 
necessita de duas reações exergônkas 

A primeira das reações a serem contornadas na gliconeogênese é 
a conversão do piruvato em fosfoenolpiruvato, Essa conversão 
não pode ocorrer por simples inversão da reação da piruvato 
quinase (pág, 417) pois ela tem uma variação de energia livre 
padrão grande e negativa e é irreversível sob as condições que 
existem no interior das células intactas (Tabela 20-1, passo ©). 
Assim, a fosforilação do piruvato é conseguida por uma sequên- 
cia de reações que, nos mamíferos e em alguns outros organis- 
mos, requer a participação de enzimas existentes tanto m> citosol 
quanto no interior das mitocòndrias. Como veremos, a via mos- 
trada na Figura 20-2, descrita com mais detalhes adiante, è uma 
das duas vias que levam o piruvato para o fosfoenolpiruvato; ela 
é a via predominante quando o piruvato ou a alanína é o precur- 
sor gliconeogênico, Uma segunda via, a ser descrita adiante pre- 
domina quando o lactato é o precursor gliconeogênico. 

Em primeiro lugar, o piruvato é transportado do citosol para 
a mitocôndría, ou gerado no interior da mitocôndria por tran- 
sam inação, Então, a piruvato carboxüase, uma enzima miío- 
condrial que requer a coenzima biotina, converte o piruvato em 
oxaloacetato (Fig, 20-3); 

Piruvato + HCOí + ATP ► oxalcacetato t APP + P, (20- I ) 

A piruvato carboxilase é a primeira enzima reguladora na via 
glíconcogênica; o aeetil-CoA é necessário como efetor alostéri- 
co positivo. Essa também é uma reação anaplerótica (pág. 453) e 
refaz a concentração dos intermediários do ciclo do ácido cítri- 
co. O mecanismo de reação envolve a bíotina e está descrito na 
Figura 16-14. 

O oxaloacetato formado do piruvato ú reversivelmente re- 
duzido a malato pela malato desidrogenase mítocondrial e com 
o consumo de NADH: 

OxaLnacctaio + NÀDH + H f . L- malato 4 NAD~ (20-2) 

Recorde do Capitulo lb (pág. 450) que esta reação, julgada pelo 
seu é for temente exergônica, Entretanto, em condições fi- 
siológicas, a reação tem um AG próximo de zero e, assim, é facil- 
mente reversível, Uessa forma, a malato desidrogenase mitocon- 
driai funciona em ambas as vias, gliconeogênese e ciclo do ácido 
cítrico, muito embora o fluxo de metabólitos seja oposto em 
cada uma delas. 

A seguir, o malato abandona a mitocôndria por meio do trans- 
portador malato-a-cetoglutarato presente na membrana mito- 
cündrial interna (veja Fig. 19-26), Ko citosol, o malato é reoxida- 
do em oxaloacetato, com a produção de NADH citosõlico: 

Malato + NAI>' *■ oxaloacetato + NAÜH + H" (20*3) 

O oxaloacetato é então convertido em fosfoenolpiruvato (PEP) 
pela fosfoenolpiruvato carboxiquinase por meio de uma reação 
dependente de Mg í+ , na qual o GTP funciona como fosfato doa- 
dor (Fig. 20-3): 

Oxaloacetato + GTP .. fosfoenolpiruvato + C0 2 +■ GDP (20-4) 
Esta reação é reversível em condições intracelulares; a formação 
de um composto com fosfato de alta energia (PEP) é contraba- 
lançada pela hidrólise de outro equivalente (GTP). 

A equação global para esse conjunto de reações de contorno 
é obtida pela soma das Equações 20-1 a 20-4: 

Piruvato 4 ATP + GTP + HCOl * 

fosfoenolpiruvato 4 ADP 4 GDP 4 Pj 4 OÜi (20-5) 
= ü,9kf/mchl 

Assim, para fosforilar uma molécula de piruvato em fbsfoenol- 
piruvato precisam ser consumidos dois grupos fosfato de alta 
energia (um do ATP e outro do GTP), cada um deles liberando 


Tibmia 2tM - da en rgia livra da; reações qllcolffleai nos eritródtos* 

H«çãoglkolltki AG* a {kJ/tnoQ AC (kJ/mol) 


(7) Gkose * ATP — » 9KQse-ê4osfatG + ADP + h* 

-16.7 

-33.4 

© Gfcow-6-fosfato í— ^ f rutose-^fosfato 

\J 

-2.5 

© Frulow-6-fosfaio + ATP — * f^tose-t.6-Difosfa:o * ADP + M* 

-14.2 

-22.2 

(4) Frulose- US-bffosfato tfdraxsacetona fosfato + gt*eráròexdfr 3 -fosfato 

23.6 

-1.25 

© Dndrojoatetona tojtato^^glicefaldexto-3-fostato 

73 

23 

© Gkeretdetio-3 fosfato *■ P, + NA£T ^^l^-Wosfogicefaio * NADH + H* 

6.3 

-T.7 

© 1 J-&fo$fogk*fato + A0Pa=i 3-fosfogticerato + ATP 

-18,6 

U5 

© Mvfo&tBm a==* 2-fosf ogksfaiD 

4.4 

0,8 

©2-PoffQglctrato ^^fosJoenolpifLwatn + H^G 

73 

-34 

© h»f orrKáoi rutoato 4 ADP +- TC * orruvatc 4 ATP 

-31,4 

-167 


'aí?* ê war»aç* q da enenja iwre padrão, como defnxfc no Capflub 14 (veyt pag 394) Em pH 7,0, AG ê a vanaçio da «wga iwte takulada a parir 
das concentrações reais dos miermediânos gkoátcos presentes em condões fraJógkas nos errtròeifcov As reações ^kotius que são contornadas 
na gkoneogènese enào mostradas em vermelho 
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^ADF + I 
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Figura 20-3 - Síntese do fosfoenol piruvato a partir do piruvato. (a) 

Na mitocOndrla, o piruvato € convertido em oxaloacetato em uma reação 
que precrsa de biotina e ê catalisada pela piruvato carboxilase (b) No 
citosol, o oxatoacetato è convertido em fosfoenolpiruvato pela fosfóe- 
nolpiruvato carboxiquinase; o COj que foi fixado na reação da piruvato 
carboxilase ê perdido aqui. A descarboxilação leva a um rearranjo dos 
elétrons que facilita o ataque do oxigênio carbonila da porção piruvato 
peio fosfato y do GTP 


50k]/mol sob condições celulares. Em contraste, quando o fos 
foenolpínivato é convertido em piruvato durante a glicóüse, 
apenas um ATP é gerado de ADP. Embora ã variação de energia 
livre padrão (AG"*) da reação liquida que conduz ao fosfoenol- 
piruvato seja 0 s 9kJ/moL a variação real de energia livre (AG}, 
calculada a partir das medida* das concentrações intracelulares 
de intermediários, é muito negativa (-25kJ/mol); isso é conse- 
quência do consumo rápido de fosfocnol piruvato em outras rea- 
ções, de tal forma que sua concentração permanece sempre rela- 
tivamente pequena. Dessa forma, no interior celular a reação é 
irreversível. 

Observe que o COj perdido na reação da fosfoenolpiruvato 
carboxiqutnase é a mesma molécula que é adicionada au piru- 
vato no passo catalisado peia piruvato carboxitase EFig. 20-3). 
Essa seq üéncia de carboxilação-descarboxdaçáo representa uma 
fornia de “ativar” o piruvato, uma vez que a descarboxdação do 
oxaJoacetaio facilita a formação do fosfoenoJptruvafQ. No Capí- 
tulo 2 ' veremos que. durante a btosslnlew dos ácidos graxoc, è 
utilizado um passo de carbonlãçáo similar para ativar o acetil- 
CoA (Fig. 21-1). 

Existe uma lógica na ocorrência dessas reações no interior da 
milocòndria, A relação 1NADH)/[NAD*1 no citosol í 8 x lCr*, 
perto de ltf vezes menor que cu mitocímdna. Como o consu- 
mo citosòtico de NADH é obrigatório na gticoneogêrtese toa 
conversão de 14-bifoífoglkerato em gliceraldddo-3- fosfato: Fig. 
20-2), a biossíntese da glicose não pode ocorrer até que o NADH 
sefa colocado em disponibilidade. O transporte do mal ato da 
mitocòndria pira o citosol e sua conversão para oxaloacetalo 
têm o efeito de remover equivalentes redutores na forma de 
NADH para o citosol, onde eles $áo escassos. Portanto, essa trans- 
formação do piruvato para o fosfoenolpiruvato fornece um im- 
portante equilíbrio entre a produção e o consumo de N ADH no 
citosol durante a gliconeogfnese, 

Um segundo contorno piruvato fosfoenolpiruvato, e tam- 
bém mais curto, predomina quando o lactato é o precursor gti- 
coneogênico (Fig. 20-4), Essa via faz uso do lactato produzido 
pela gjkólise nos eritrócitos ou nos músculos, por exemplo, e é 
particularmente importante nos grandes vertebrados depois de 
um exercício vigoroso (veja Adendo 15-1), A conversão do lac- 
tato em piruvato no citosol do hepatócito libera NADH e não é 
mais necessária a exportação do mala to da mitocòndria para o 
citosol. Depois que o piruvato produzido pela reação da lactato 
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desidrogenase é transportado para o ínterim da mítocâfidfu, 
t\c t convertido em oxaloacetato pela piruvato carboxilase como 
descrito antcnaníieflte. Esse oxaJoacetato, entretanto, é conver- 
tido di mamente em fosfoenolpiruyato por uma. forma mito- 
condriaJ da fosfoenolpiruvato earboxiqijmase- O fbsfoenolpi- 
njvaiG é então transportado para fora da rnitocúndria c comi ■ 
mia na via glkaneogénica. As formas mitocondnal e citasólka 
da fpsfberio t piruvato carboxiqmna&e são codificadas por genes 
nucleares separados» fornecendo um exemplo de doas enaimis 
distintas que catalisam a mesma reação, porém com diferentes 
Locais de ação c diferentes funções, metabólicas ( reveja a descri- 
ção das isoF-jmas m> Adendo 15-3). 

0 segundo contorno é a conversão de 
frtitose-1,6-bifosfato em frutose-fi-fosfato 

A segunda reação da via glicolítiea que não pode participar do 
processo da glkoneogénese é a fosfor ilação da frui ose-fi- fosfato 
pela fosfofrutoquinase' 1 (Tabela 20- 1 , passo (3)). Como e$$a rea- 
ção é muito ncergônica» ela é irreversível nas células intactas c a 
geração de frutose-6-fbsfato a partir de frutose- 1 ,6-bifusfiato (Fíg. 
2D-2) é catalisada por uma enzima diferente: a frutose- 1 ,6-bi- 
fosfatase dependente de Mg : \ que promove a hidròlh? irrever- 
sível do fosfato no C- 1 {nâü ocorre a transferência do grupo fos- 
forila para o ADP); 

Fmto«-h6-bifaiíítfli + H,D — ■+ rVuwse-fi-ftiifatfi +■ p t 

MT* - -]6k3fcPaool 


A conversão da glkose-6-fosfato 
em glicose Livre é o terceiro contorno 

O terceiro contorno é a reação final da gliconeogenese, a defos- 
fonlação da glicose-6- fosfato para liberar glicose livre (Fig. 20- 
Zh A reverso da reação da bexpquinase (veja pig. 413} requere- 
ria a transferência de um grupo fosforil da glicose-6-fosfato para 

0 ADP, com formação de ATP, uma reação enefgrtkamentc des- 
favorável ( Tabela 20-1, passo 0)). Á reação catalisada pela glico- 
se -6 -fosfatase não requer a síntese de AT P e é a hMrólise simples 
de um éster fosfórico: 

Qkcise-6' fosfato + H.áJ * giicosc + P, 

A£7* = -llJSkVmal 

Essa fbsfatase dependente de Mg 2 ' é encontrada no lado luminal 
do retículo endopla&mitico de hepatócitos e células renais. A gü- 
cose-ó-fosfatase não está presente nos músculos ou no cérebro e 
a gliconeogênese não ocorre nesses tecidos. Em vez disso, a gli- 
cose produzida porgliconeogénesc no fígado e no rim, ou inge- 
rida na dieta, é liberada para o cérebro e para os músculos por 
meio da corrente sangüínea. 

A glkorteogênése é energetica mente custosa 

À soma das reações biossintétícas que levam do piruvato até a 
glicose sangüínea livre (Tabela 20-2) éi 

1 Piruvato + 4ATP + 2GT? + 2NADH + 4HjO - — * 

glicose + 4ÀDP + 2GDP + *P, + 2NÀÍT + 2fT (2Q-fr> 
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Tfrbela 20-2 - Reações «qü&ndais na glkoneoganasa a partir do piruvato* 


Piruvâto + HCOd" 4 ATP — 4 oxaloacetato + ADP + P, 4 H - *2 

Oxaloacetato 4- GTP ■. fosfoenol piruvato +■ C0 2 + GDP *2 

Fosfoenolpifijuatg + 2-fosfogkerato *2 

2- FQsfogliceratOí=^ 3-fosfáglicerato *2 

3- Fosfog literato +■ ATP , 1,3-bifosfDglicerato +■ ADP + H + *2 

1,3-Bifosfogl içara to + NADH + H+ ^ gkeraldeído-3-fosfato + NAD’ + P| *2 

Gliceraldeído-S-fosfato ;==AdiidroxiacetGna fosfato 


Gliceraldeído-3-fosfato 4 diidroxiacetona fosfato^=^ frutose-1 p G-brfosfato 

Frutose-1 ,6-oifosfato 4 H ? Q * trutose-6-tosf.ato 4 P, 

Frutose-fi-fosfato , glicase-6-fosfato 
Glicose-S-tosfato + H 2 G *■ glicose + Pi 

5oma: 2 Piruvato 4 4ATF +■ 2GTP 4 2 NADH -«- 4H z O » glicose » 4 ADP 4 2GDF 4 6P, 4 ZNAD* 4 2H* 

A As reações de contorno estão em vermelho; todas as outras reações são passos reversíveis da ghtólise. Os números â direita indicam que a reação è para ser 
contada em dobro r uma vez que dois precursores com três átomos de carbono s3ü necessários para a síntese de uma molécula de glicose. Note que as reações 
necessárias para repor o NADH consumido na reaçáo da gliceraldefdo-3-fosfato dreidrugenase (a conversão de lactato em piruvato no citosol ou o transporte de 
redutores equivalentes da mitocôndria para odtosol na forma de ma lato) não são consideradas neste resumo. 


Para cadã molécula de glicose formada a partir do piruvato* seis 
grupos fosfato de alta energia são consumidos, quatro na forma 
de AT P e dois na forma de GTP, Em adição* duas moléculas de 
NADH são necessárias para a redução de duas moléculas de 1 ,3- 
bifosfògliceratõ. Pode-se ver claramente que a Equação 20-6 não 
representa a simples reversão da equação para a conversão da 
glicose em piruvato pela glicólise* que libera apenas duas molé- 
culas de ATP: 

Glicose 4 2ADP 4 2P ii + 2NAD" * 

2 piruvato 4 2ATF 4 2MADH 4 2H + 4 2H 3 0 

Dessa forma, a síntese da glicose a partir do piruvato é um pro- 
cesso relativamente custoso. A maior parte desse alto custo ener- 
gético é necessária para assegurar que a gliconeogênese seja irre- 
versível. Nlas condições intracelulares, a variação global da energia 
livre da glicólise é pelo menos -63kJ/mol. Nessas mesmas condi- 
ções* a variação global de energia livre da gliconeogênese é igual a 
-dfikJ/moL Assim, tanto a glicólise como a ueoglicogênese são pro- 
cessos essencial mente irreversíveis nas condições intracelulares* 

Os meta b-ó li tos intermediários do eido do ácido 
cítrico e muitos aminoácidos são glkogénicos 

À vía biossin Cética até a glicose, descrita anteriormetlte, permite 
a síntese líquida de glicose não apenas de piruvato, mas, tam- 
bém, dos intermediários do eido do ácido cítrico: citrato, isoci- 
trato, a-cetoglutarato* succinato* succinil-CoA* fuma rato e ma- 
lato; todos podendo ser oxidados a oxaloãcetato. 

No Capítulo J 8 mostramos que alguns ou todos os átomos de 
carbono de muitos aminoáddos derivados de proteínas são, em 
última instância, convertidos em piruvato ou certos intermediários 
do ciclo do ácido cítrico. Tais aminoáddos podem, portanto, sofrer 
uma conversão real em glicose e são chamados de aminoáddos gli- 
cogêniçíis { Tabela 20-3). A alanina e a gluiamina fazem contribui- 
ções especialmente importantes por serem as principais moléculas 
empregadas no transporte de grupos amino dos tecidos extra -he- 
páticos até o fígado. Depois da remoção dos grupos que contêm 
nitrogênio, o que ocorre na mitpcòndria hepática, os esqueletos 
carbônicos remanescentes (piruvato e a-cetoglutarato, respectiva- 
mente) são rapidamente canalizados para a gliconeogênese. 

Em contraste, não há* nos mamíferos, conversão real líqui- 
da de ácidos graxos de número par de átomos de carbono em 
glicose, porque tais ácidos graxos liberam apenas acetd-CoA na 
divagem oxidativa e o aceül-CoA não pode ser empregado como 
uru precursor da glicose pelos mamíferos. A reação da piruvato 
desidrogenase é irreversível conforme as condições intracelula- 
res e nenhuma outra via existe pela qual o acetil-CoA possa ser 


Tabela 20-3 - Aminoáddos glkogénicos agrupados segundo a lo- 
cal de entrada* 


Piruvato 

SuccíniKoA 

Alanina 

Isoléudna 

Cistefna 

Metionina 

Glicina 

Treonina 

Serina 

Valina 

Triptofano* 

Fu ma rato 

a-Cetoglutarato 

Fenilalanina* 

Arginina 

Tirosína r 

Glutamato 

Oxaloacetato 

Glutamina 

Histidina 

Prolina 

Asparagina 

Aspartato 


* Estes arnin&ãcidos são precursores da glicose sangüfnea ou do glicogênia he- 
pático, parque eles posem ser convertidos em piruvato ou intermediários do 
ciclo do ácido cítrico Apenas a leucina e a lisina são totalmente incapazes de 
fornecer carbonos para a sir tese da glicose. 

Tstes aminoácidos tamDém sáo cetogénicosíveja Fig. 18-19). 

convertido em piruvato. Para cada dois átomos de carbono do 
acetato que entram no ciclo do acido cítrico, dois carbonos são 
perdidos como C0 2 (Fíg. 20- 5) j portanto, não pode haver con- 
versão real líquida de acetato em oxaloacetato ou piruvato. O 
acetato pode ser convertido em oxaioacetaio nos organismos que 
possuem o ciclo do glíoxalato, uma via metabólica descrita no 
Capítulo 16 (veja Fig. 16-16) e que será revisitada mais tarde 
ainda neste capítulo, mas essa via está ausente nos animais. En- 
tretanto, embora os ácidos graxos não possam fornecer átomos 
de carbono para gliconeogênese nos animais, sua oxidação for- 
nece energia para o processo de síntese da glicose. 

Os ciclos fúteis do metabolismo 
dos carboidratos consomem ATP 

Em cada um dos três pontos onde as reações glicolíticas são con- 
tornadas por um tipo alternativo de reação enzimática da glico- 
neogênese* a operação simultânea das duas vias seria um des- 
perdício, Por exemplo, a fosfoffutoquinase-i e a frutosc- U6-bi- 
fosfatase catalisam reações opostas: 

ATP 4 fruto&e-ó-fosfato * ADP 4 frutose- 1 ,6-bifoífato 

Frutose-hfi-bifbafàto 4 HjO * frulnse-ft-ffisfato 4 l } , 

A soma destas duas reações é: 

ATP 4 * ADP 4 P, 4 calor 

que é uma reação desperdiçado ra de energia, resultando na hi- 
drólise cio ATP sem realizar qualquer trabalho metabólico, É claro 
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Figura 30-S - Os ácidos graxos com número par 
de átomos de carbono na cadeia não podem ser 
fonte de carbono para a sintese liquida da glicose 
em animais e microrganismos. Os ácidos graxos 
são catabolizados até acetil-CoA, que entra no 
ciclo do ácido cítrico, e, para cada do«s carbonos 
que entram no eido como aeetil-CoA r dois carbo- 
nos são perdidos como CO^ dessa forma náo há 
produção liquida de oxaloacetato para suportar a 
biossintese da glicose por meio dessa via. Entre- 
tanto. a oxidação dos ácidos graxos fornece gran- 
des quantidades de energia na forma de I4ADH, 
ATP e GTP (Capitulo 17) para a gliconeogãnese. 
Os aminoátidos que sao degradados até acetii- 
CoA são também não-gkogènicos (veja Fig. 10- 
29), pelas mesmas razões aqui ilustradas. 


que, se for permitido às duas reaçfres ocorrerem simultaneamente 
em alta velocidade e na mesma célula, uma grande quantidade 
de energia química será dissipada como calor. Um processo an- 
tieconômico como o descrito é chamado de delo fútil. Ciclos 
fúteis similares podem ocorrer nos outros dois conjuntos de rea- 
ções que contornam as reações irreversíveis. 

Em circunstancias normais, os ciclos fúteis provavelmente 
não ocorrem com velocidade significativa, já que isso é evitado 
por mecanismos reguladores opostos e recíprocos (como exposto 
adiante). Entretanto, às vezes, ocorrem ciclos fúteis com a finali- 
dade fisiológica de produzir calor. Por exemplo* durante o in- 
verno, as vespas do tipo mangava não podem voar até que te- 
nham aquecido os seus músculos a aproximadamente 30 <h C* com 
o calor gerado por hidrólise do ATP que ocorre durante o ciclo 
fútil constituído por ffutose-ó-fosfato e ff utose- 1 ,6-bifoslato. 

A glieoneogénese e a glkólise 
são reguladas reciproca mente 

Para assegurar que as necessidades metabólicas serão satisfeitas 
e que ciclos fúteis não ocorram em condições normais, a glico- 
neogênese e a glicóJíse são reguladas de maneira separada e recí- 
proca. O primeiro ponto de controle determina o destino do 
piruvatíj na mitocòndria. O piruvato pode ser convertido quer 
em acetil-CoA (pelo complexo da piruvato desidrogenase, Ca- 
pítulo 16) para fornecer combustível para o ciclo do ácido cítri- 
co* quer em oxaloacetato (pela piruvato carboxilase) para inici- 
ar o processo da gliconeogênese (Fig. 20-6), O acetil-CoA é um 
modulador alostérkõ positivo da piruvato carboxilase e um 
mndulador negativo da piruvato desidrogenase por meio da es- 
timulação de uma proteína quinase que inativa a desidrogenase. 
Quando as necessidades energéticas da célula estão sendo aten- 
didas, a fosfor ilação nxidativa desacelera, o NADH se acumula e 
inibe o eido do ácido cítrico, o que provoca aumento da con- 
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figura 20-6 - O piruvato tem dois destinos alternativos O piruvato 
pode ser convertido em glicose e glicogênio via gliconeogênese ou ser 
oxidado atê acetil-CoA para a produção de energia. Fm cada uma dessas 
vias, a primeira enzima è regulada alosterica mente; □ aceti(-CoA estimu- 
la a atividade da piruvato carboxilase e inibe a atividade do complexo da 
piruvato desidrogenase. 


centração do acetil-CoA. Essa concentração aumentada de ace- 
til-CoA inibe q complexo da piruvato desidrogenase, diminuin- 
do a formação do açetil-CoA proveniente do piruvato, e estimu- 
la a gliconeogênese por ativação da piruvato carboxilase. Isso 
permite que o excesso de piruvato seja convertido em glicose. 

O segundo ponto de controle na gliconeogênese é a reação 
catalisada pela frutose- Uó-bifosfatase, que é fortemente inibida 
por AMR A enzima glicolítica correspondente, a fesfoffutoquí- 
nase-1, é estimulada por AMP e ADP, mas inibida por citrato e 
ATP, de tal forma que esses passos opostos nas duas vias sao 
regulados de maneira coordenada e reciproca. Quando estão 
presentes concentrações suficientes de acetil-CoA ou do produ- 
to da condensação do acetil-CoA com o oxaloacetato (citrato), 
ou, ainda, quando uma alta proporção do adenüato da célula 
está na forma de ATP, a gliconeogênese ê favorecida. 

O papel especial do ligado na manutenção de um nível cons- 
tante de glicose no sangue requer mecanismos reguladores adi- 
cionais para coordenar a produção e o consumo de glicose. Quan- 
do o nível de glicose sanguínea diminuí, o hormônio glucagon 
alerta o fígado para produzir e liberar mais glicose. Uma fonte 
de glicose é o glicogénio armazenado no próprio fígado; a outra 
fonte é a gliconeogênese. 

A regulação hormonal da glicólise e da gliconeogênese no 
fígado é mediada pela ff utose-2,ó-bifosfato, efctor alostérico para 
as enzimas fosfofrutoquinase- 1, (PFK-1, veja Fig. 15-18) e fru- 
tose-],fi-bifosfatase (FBPase-l) (Fig. 20-7). Quando a frutose- 
2,6-bifbsfato une-se ao seu sítio alostérico na PFK-1, ela aumenta 
a afinidade dessa enzima pelo seu substrato fmtose-6- fosfato e 
reduz sua afinidade pelos seus inibidores alostéricos, o ATP e o 
citrato. Portanto,, a frutose-2,6-bi fosfato ativa a PFK-1 e estimula 
a glicólise no fígado. Ao mesmo tempo, a frutose-2,ó-bifosfato 
inibe a FBPase- 1 e, dessa forma, desacelera a gliconeogênese. 




Fmtose-2,tS-bifcsfftt0 


Embora estruturalmente relacionada à frutose- 1 ,6 -bifosfa- 
to, a frutosc-2,6-bifosfato daramente fida é um intermediário 
na gliconeogênese ou na glicólise; ela é.um regufador, cujo nível 
celular reflete o nívd do hormônio glucagon no sangue, e esse 
nível aumenta quando a concentração de glicose diminui, 

A concentração celular da frutose-2,6-bifosfato è regulada 
pelas velocidades relativas de sua síntese e de sua destruição (Fig, 
20-8). À frutose- 2, ó-bifosfato é formada pela fosfor ilação da fru- 
tose-6-fbsfato, catalisada pela fosfofrutoquinase- 2 (PFK-2) e é 
destruída pela frutose-2,6-bifosfatase (FBPase-2). (Observe que 
essas enzimas são diferentes da PFK- I e FBPase- 1 , que catalisam, 
respectivameníe, a formação e a destruição da fmtose-l,6-bifos- 
fato.) PFK-2 e FBPase- 2 são duas atividades de uma única proteí- 
na bi funcional. O equilíbrio dessas duas atividades no fígado, que 
determina o nível celular da frutose- 2, 6-bifosfato, é regulado pelo 
glucagon (Fig, 20-8}. No Capítulo 13 (veja pág. 353), vimos que o 
glucagon estimula a ademldclase por meio de uma proteína G, A 
adenilciclase produz 3(5 '-AMP cíclico (cAMP) a partir do ATP e 
o cAMP estimula uma proteína quinase cAMP dependente: uma 
vez ativada, essa proteína quinase transfere um grupo fosforila 



fFrutuse-6-fijsfatü] (mM) 
(a) 



(b) 

Figura 20-7 - Papei da frutose-Í.G-bifosfato na regulação da glícó- 
II» e gliconeogênese. A frutose-2.&-bifosfato iem efeitos opostos nas 
atividades enzimáticas da fosfofrutoquinase-1 (PFK-1, uma enzima glico- 
Ntica} e frutose- l.ó-bifosfata&e (FBPa&e-l, uma enzima da glicorveogêne- 
se). (a) A atividade da PFK-1 na ausência de frutose-2,6-bifo5fato (curva 
azul) é metade da máxima quando a concentração dç> substrato, a fruto- 
se-G-fosfato, é 2mM (isto ê - 2mM; lembre-se, do Capítulo 8. de oue 
fCp. 5 ou são equivalentes è concentração do substrato nas quais ocorre 
a metade da atividade máxima da enzima). Quando está presente fruto- 
se-2,6-bifosfato 0 r l3pM (curva vermelha), o Ko.s para frutose-6-fosfato è 
apenas O.OSmM. Assim a frutose-2 H 6-bifosfato ativa a PFK-1 por aumen- 
tar a sua afinidade aparente (veja pâg. 202.) pela frutose-6-fosfatD. (b) A 
atividade da FBPase- 1 é inibida por tão pouco quanto 1 nM de frutose- 
2,6-bifosfato e e extremamente inibida por 25pM. Na ausência desse 
inibidor (curva azul), o K 0 .5 para o substrato frutose-1,5-bifQsfato è 
mas na presença de 25 jj,M de fn.Jtose-2,6-bifosfato (curva vermelha) o 
K 0 . 5 é >70pM. A frutose-2,6-bifosfato também torna essa enzima mais 
sensível á inibição por outro regulador alostérico, o AMP. 

do ATP para a proteína bifuncional PFK-2/FBPase-2. A fosforí- 
lação dessa proteína aumenta sua atividade FBPase- 2 e inibe sua 
atividade de PFK-2. Portanto, o glucagon diminui o nível celu- 
lar de frutosc-2,6-bi fosfato, inibindo a glicólise e estimulando a 
gliconeogênese. A produção aumentada de glicose habilita o fí- 
gado a responder ao glucagon fazendo o nível de glicose sangííb 
nea voltar ao seu valor normal, 

Mas sementes em germinação a gliconeogênese 
converte gorduras e proteínas em glicose 

Muitas plantas armazenam lipídios e proteínas cm suas semen- 
tes para ser empregados como fonte de energia e de precursores 
biossintéticos durante a germinação e antes que os mecanismos 
fotossintéticos possam supri-los. A gliconeogênese ativa ocorre 
nas sementes em germinação e fornece glicose não só para a sín- 
tese de sacarose (a forma de transporte do carbono nos vegetais} 
e de polissacarídeos, mas também para a de muitos outros meta- 
bólitos que são derivados das hexoses. Mos vegetais muito jovens 
(mudas e brotos vegetais), a sacarose fornece a maior parte .da 
energia química necessária para o crescimento inicial. 
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Figura - Regulação da concentração da frutose-2,6-bifosfato. (a} A concerú ração celular do regulador frutose-2,6-bifosfatci è determinada 
pelas velocidades de sua síntese pela fosfofrutaquinase-2 (PFK-2) e de sua quebra pela frutose-2 H 6-bifosfatase (FBPase-2}. (b) Essas duas enzimas 
fazem parte da mesma cadeia polipeptídica e são reguladas de forma neclproca pelo gluca-gon. Aqui e em outros lugares as setas são empregadas paca 
indicar aumento <T> e diminuição (1) dos níveis de metabòNtos. 


Diferentemente dos animais, os vegetais e alguns microrganis- 
mos podem converter em glicose o acetil-CoA derivado da oxida- 
ção das gorduras. Algumas das enzimas essenciais para essa con- 
versão estio seqüestradas nos glioxissomos, organelas nas quais 05 
áridos graxos são oxidados a acetil-CoA pelas isozimas específicas 
da J3-oxídaçào no glioxissomo (veja Fig, 16-18), A separação física 
das enzimas do ciclo do glioxalato e do processo de J3-oxidação das 
enzimas do eido do ácido cítrico mitocondrial impede a oxidação 
do acetil-CoÀ até C0> Em lugar disso, o acetil-CoA é transforma- 
do em sucçinato no ciclo do glioxalato. Õ succinato passa para a 
matriz mitocondrial onde ele é convertido pelas enzimas do eido 
do árido cítrico em oxaloacetato, que sai da mitocòndria para 0 
ritosoL O oxaloacetato citosólico é convertido pela gliconeogênese 
em frutose-fi-foüfato, 0 precursor da sacarose. Assim, é necessária a 
integração das sequências de reações que ocorrem em três compar- 
timentos subcdulares para a produção de frutose-ó-fosfato ou sa- 
carose a partir de lipídios estocados, Como apenas três dos quatro 
carbonos em cada molécula de oxaloacetato são convertidos em 
hexose no citosol, perto de 75% do carbono presente nos lipídios 
armazenados nas sementes é convertido em carboidrato pelas rias 
combinadas mostradas na Figura 20-9. Os outros 25% $âo perdi- 
dos como COj na conversão de oxaloacetato a fbsfbenolpiruvato. 
A hidrólise dos triacilgleceróis armazenados também produz o gli- 
cerol-3-tb$teto, e este pode entrar na via gliconeogènica após sua 
oxidação a dudroxiacetona fosfato (Fig. 20-10). 

Os aminoácidos gücogén icos (Tabela 20-3) obtidos da quebra das 
proteínas armazenadas tias sementes também liberam precursores 
da gliconeogênese. Após transam inação e oxidação atésucrinil-CoA, 
piruvato, oxaloacetato, fumarato e a-cetoglutarato (Capítulo 1 8) — 
todos eles excelentes materiais de partida para a gliconeogênese. 

Biossíntese do GJkogénío, Amido, 

Sacarose e Outros Carboidratos 

Em uma vasta gama de organismos, quando há glicose livre em 
excesso, ela é convertida em formas polimêricas para armazena- 
mento e em dissacarideos para transporte, Nos vertebrados e 
em muitos microrganismos, a principal forma de armazenamen- 
to da glicose é o glieogênio, enquanto o amido é o polissacarí- 
deo de reserva característico dos vegetais. Nos vertebrados, è a 
própria glicose que è transportada no sangue, mas a forma de 
transporte nos vegetais é a sacarose e nos insetos é a trealose. 


Muitas das reações nas quais as hexoses são transformadas 
ou polimerizadas envolvem os nudeotfdeos de açúcar, compos- 
tos nos quais 0 carbono anomérico de um açúcar é ativado pela 
união a um nudeotídeo por meio de uma ligação fosfodiéster, 
Os núcleo lídeos de açúcar são os substratos para a polimeriza- 
ção, quer em dissacarídeos, quer em glieogênio, amido, celulose 
e outros polissacarideos extracelulares mais complexos. Eles são 
também intermediários importantes na produção das amíno- 
exoses e desoxiexoses encontradas em alguns desses políssacarí- 
deos e na sintese da vitamina C (ácido L-ascórbico); um nucleo- 
tídeo de açúcar é também essencial em algumas reações de deto- 
xicação que ocorrem em vertebrados, O papel dos nucleotídeos 
de açúcar na biossíntese do glicogênio e de muitos outros car- 
boidratos derivados foi descoberto pelo bioquímico argentino 
Luis Leloir, que identificou a função da UDP-glicose. 



Luis Lelojr 
(T906-I9BB) 


Crupo Ú-glkoriE 







Figura 20-9 - Conversão dos ácidos graxos armazenados em saca- 
rose durante a germinação das sementes. Esta via começa nos glio- 
xissomos. O succinato ê produzido e exportado para a rnitocôndria, onde 
é convertido em oxaioacetato por enzimas do eido do ácido cítrico. O 
oxaloacetato entra no dtOSOl e serve como material de partida para a 
gliconeog&nese e a síntese da sacarose, esta è a forma de transporte do 
carbono nos vegetais. 
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Figura 20-10 - A conversão em sacarose da fração glkeroi dos t ri- 
acilgliceróis nas sementes em germinação. O glicerol dos tráriigliee- 
róis é oxidado a diidroxiacetona Fosfato que entra na via gliconeogánica 
na reação da triose fosfato isomeraw. 


À adequaçao dos nucleotídeos de açúcar para as reações de 

biossíntese deriva de várias propriedades: 

1. A sua formação é metabolicamente irreversível, contribuindo 
para a irreversibilidade do processo biossintético do qual fa- 
iem parte como intermediários. A condensação de um nudeo- 
sídeo trifosfato com uma hexose-l -fosfato para tbrmar um nu- 
deotídeo de açúcar tem uma variação de energia livre próxima 
de zero no interior celular; ocorre, entretanto, que a reação pro- 
duz PP, que é hidrolisado pela pirofosfatase inorgânica (Fig, 
20- J l ). A grande e negativa variação da energia livre da hidróli- 
se do PP| potência a reação sintética, uma estratégia frequente e 
comum nas reações biológicas de poJimerização. 

2. Embora as transformações químicas dos nucleotídeos de açú- 
car não envolvam os átomos do nudeotídeo em si mesmo, a 
molécula de açúcar nudeotídeo oferece muitos grupos poten- 
ciais para interações não-covalentes com enzimas; a energia li- 
vre de ligação adicional contribui significativamente para a ati- 
vidade catalítica da enzima (Capítulo 8; veja também pág. 274). 

3. Como o fosfato, o grupo nudeotidil (UMP ou AMP) é um 
excelente grupo abandonadon ativando o carbono do açúcar 
ao qual ele está ligado, de forma a facilitar o ataque nucleofílito, 

4. Por meio da “marcação” de algumas hexoses com grupos nu- 
deotidil, as células podem separá-las para um dado propósito 
(síntese do glicogénio, por exemplo) de um conjunto das he- 
xoses fosfato destinadas a outro propósito (como a giicólise). 



573 


1 { I II \I r , . . 

|Açúcar| — O — P— O +■ ( > — l J — O — V — O— -F — O — [íUbõse] — | Base | 

I I 10 1 

O O O* Ó" 

Açúcar fosfato NTP 


A 


O 


Q o g 

I I __ I II r- , r . 

■O— P — O — P- — U lAçúcaf I — o— P— o— P— O H Bibosc Hlâscl 

O O O - Cr 

Krufòsfãto {PPi) Açúcar nuclcotídeo 

pwiíi^it.rr - 1 (NDP- açúcar) 


1 CS — P— OH 

I 

-0 

Fosfato (Pj) 


Reação liquidai Açúcar fosfate + NTP — -* NDP-açúcar + 2p| 

Figura 20-11 - Formação da um nucleotídeo de açúcar. Ocorre uma 
reação de condensação entne um nudeosldeo trifosfato (NTP) com um 
açúcar fosfato. O oxigênio carregado negativamente no açúcar fosfato 
atua como um nuclwfíliw, atacando 0 grupo fosfato a no nudeosfdeo 
trrfosfato e deslocando 0 pirofosfato. A reação é empurrada na direção 
direta pela hidrólise do PPi pela pinofosfatase inorgânica. 


O substrato para a síntese do 
glicogènio é a UDP-glicose 

A síntese do glicogènio ocone em virtualmente todos 05 tecidos 
animais, mas é esperialmente proeminente no fígado e nos mús- 
culos esqueléticos, No fígado* o glicogènio funciona como um 
reservatório de glicose fácil de ser convertido em glicose sangili- 
úea para a distribuição para outros tecidos* enquanto no mús- 
culo 0 glicogènio é quebrado por meio da glkólise para fornecer 
energia na forma de ATP para a contração muscular, 

O ponto de início da síntese do glicogènio é a glicose-ô-fos- 
fato. Essa pode ser derivada da glicose livre pela ação da glico- 
quinase (no fígado) ou da hexoquinase (nos músculos): 

mGlieose + ATP * D-gticose-â- fosfato + ADP 

Entretanto* a maior parte da glicose ingerida durante uma refei- 
ção toma uma via mais longa para chegar até o glicogènio. Ela 
primeiro é captada pelos eritrócitos na corrente sangüínea e con- 
vertida glicoliticamente em lactato* o lactato é então captado pelo 
fígado e convertido em glicose- 6-fosfato pelo processo glíconeo- 
génico. 

Para iniciar a síntese do glicogènio* a glkose-6- fosfato é con- 
vertida em glicose- 1 -fosfato pela fosfogli comuta se: 

Glko.se-ó-fosfato ' glicose- 1 -fosfato 

Á formação da UDP-glicose pela ação da UDP-glicose pírofos- 
forilase é uma reação-chave na bíossíntese do glicogènio: 

Glicose- 1 -fosfato -1- UTP > UDP-glicose 4 PPj 

(Observe que essa enzima é nomeada considerando a reação in- 
versa* lembre-se de nosso alerta no xAdendo J6-1 a respeito de 
problemas de nomenclatura como este). Na célula a reação ocorre 
na direção da formação da UDP-glicose porque o pirofosfato é 
rapidamente hidrolisado em ortofosfato pela pirofosfatase inor- 
gânica (AG'° = -25k]Vmol) (Fig, 20-11), 


A UDP-glicose é o doador imediato de resíduos de glicose 
para a formação enzimática do glicogènio pela ação da glico- 
gènio sinta se, que promove a transferência do resíduo glícosil 
da UDP-glicose para uma extremidade não-redutora da molé- 
cula ramificada do glicogènio (Fig, 20-12), O equilíbrio global 
do conjunto de reações que vai da glícose-6-fosfato até o glico- 
génio aumentado de uma unidade favorece fortemente a sínte- 
se do glicogènio. A glicogènio sintase não ê ativa sem um molde 
preexistente da cadeia de poliglicose com ligações (aI-*4) ou* 
ao menos, um ramo mínimo contando com oito resíduos de 
glicose. 

Como a glicogènio sintase não pode fazer as ligações 
(otl — v6) encontradas nos pontos de ram ifi cação do glicogènio 
(veja Fig, 9-15 para ligações semelhantes no amido), essas são 
formadas por uma enzima ramificadora do glicogènio, a amilo 
(al-M) a (ütl->6) transglkosilase ou glkosíl-( 4— >6) -transfe- 
rase. Esta enzima, glicosib(4-^6)-transferase* catalisa a trans- 
ferência de um fragmento terminal de seis ou sete resíduos gli- 
cosíl da extremidade não- redutora de uma ramificação do gli- 
cogènio que tem pelo menos 1 1 resíduos para o grupo hidroxlla 
do C-ó de um resíduo de glicose nessa mesma cadeia* ou em 
outra cadeia da molécula do glicogènio e em um ponto mais 
para o interior, criando uma nova ramificação (Fig. 20-13), Isso 
feito* outros resíduos glícosil podem ser adicionados ao novo 
ramo pela glicogènio sintase. O efeito biológico da ramificação 
é deixar a molécula do glicogènio mais solúvel e aumentar 0 
número de extremidades não-redutoras* o que torna o glicogê- 
nio mais acessível às enzimas glicogènio fosforilase e glicogènio 
sintase, já que ambas trabalham apenas com as extremidades 
não- redutoras. 

Dado que a ação da glicogènio sintase necessita de um mol- 
de prévio inicial de glicogènio, como se principia uma nova 
molécula de glicogènio? A resposta está em uma intrigante pro- 
teína chamada glicogenina (M r 37.284), que funciona como 
molde inicial ao qual o primeiro resíduo de glicose é ligado e* 
também, como catalisadora para a síntese de uma molécula nas- 
cente de glicogènio com até oito resíduos de glicose (Fig. 20-14). 
O primeiro passo é a ligação covalente de um resíduo de glicose 
ao resíduo tirosina 11 * 4 da glicogenina* catalisada peia atividade de 
glícosil transtèrase da proteína (passo (T)). A glicogenina forma 
então um complexo firme com a glicogènio sintase (passo (2)),. 
no interior do qual ocorrerão os próximos passos, A cadeia nas- 
cente é aumentada pela adição seqüencial de até mais sete resí- 
duos de glicose (passo (3)). Cada novo resíduo é fornecido pela 
UDP-glicose e as reações são autocatalíticas (mediadas pela ati- 
vidade glícosil transferase da glicogenina). Nesse ponto, a giíco- 
gênio sintase assume seu papel catalítico* dissocia -se da glicoge- 
nina e contínua a estender a cadeia do glicogènio (passo (4)). A 
ação combinada da glicogènio sintase e da enzima de ramificação 
(passo ©) completa a estrutura de cada partícula de glicogènio, A 
glicogenina permanece enterrada dentro da partícula de glicogê- 
nio* a da covalentemente ligada por uma das extremidades. 

A glicogènio sintase e a glicogènio fosforilase 
são reguladas reciproca mente 

A glicogènio sintase existe nas formas fosforilada e desfosforilada 
(Fig. 20-15). Sua forma ativa* a glicogènio sintase a, é não-fos- 
forilada, Quando ela é fosforilada em vários resíduos hidroxila 
de serinas por proteínas quinases específicas (veja Fig. 8-28), a 
glicogènio sintase a é convertida na forma menos ativa* glícogé- 
nio sintase b. A conversão da glicogènio sintase b de volta à for- 
ma ativa é promovida por uma fosfoproteína fosfatase que re- 
move os grupos fosfato dos resíduos de serina. 
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Figura 20-12 - Síntese do glicogénio. Alongamento de uma cadeia do glicogénio pela glicogénio sintase. O reslctuo glicosil da UDP-gkose é 
transferido para a ponta não-redutora de uma ramificação do glkogênio (veja Fig. 9-15) para fazer uma nova ligação (a1-s4). 
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Figura 20-13 - Síntese de uma ramificação do glkoçjènio A enzima ramificadora do glicogénio glkasiM4->6Mransferase (também chamada 
amilo (1 -+4) a £1 — *■&> transglicosilase) forma um novo ponto de ramificação durante a síntese do glicogénio. 


H foi visto que a quebra do glicogénio é regulada por meio 
da modulação alostérica e da modulação co valente da fosforila- 
se do glicogénio (veja Kíg. 15-19). A fosforllase a, a forma ativa, 
que é fosforilada no resíduo de serina número 14 (Ser 14 ) de suas 
duas subunidades* é desfosforilada peia fosforilase a fosfatase 
para liberar fosforilase b, a forma relativamente inativa, que pode 
ser estimulada por AMP, seu modulador alostérico. A fosforila- 
se b quinase pode converter a fosforilase b em fosforilase a ativa 
por fbsforilação dos resíduos Ser 14 . Portanto, a glicogénio fosfo- 
rilase e a glicogénio sintase são reguladas reciproca mente por 
esse ciclo de fosfbrilaçâo-desfosfòrilaçao; quando uma enzima é 
estimulada* a outra é inibida (Fig. 20-15). Parece que essas duas 
enzimas jamais estão totalmente ativas simultaneamente. 


No Capítulo 13 examinamos em detalhe a natureza das vias 
sinalizadoras e nossos exemplos incluiram o controle hormonal 
da glicogénio sintase e da glicogénio fosforllase, No fígado, o 
equilíbrio entre a síntese e a quebra do glicogénio é controlado 
pelos hormônios glucagon e insulina. Cada um desses hormô- 
nios age por meio de receptores específicos existentes na mem- 
brana plasmãtica e dispara uma cadeia de eventos que leva a 
mudanças na fosfor ilação de proteínas-alvo (veja Figs. 13-7 < 
13-8), isso inclui a glicogénio sintase e a glicogénio fosforllase e 
ajusta seus respectivos níveis de atividade. Esses hormônios tam- 
bém regulam a concentração de frutose-2>6-bifosfato e, conse- 
quentemente, o equilíbrio entre gliconeogénese e glicúlise. A 
epLtiefrina tem efeitos similares àqueles do glucagon, mas o seu 
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figura 20-14 - Inicio da síntese de uma partícula de glicogènio 
pela glkogenma. Qs passos de © a © estão descritos no texto. A 
glicogenina é encontrada no interior de partlcutas do glicogènio madu- 
ras. ainda covatentemente ligada na extremidade redutora da molécula. 
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Figura 20-15 - Regulação reciproca da glkogènio síntase e da gli- 
cogénio fosforllase. Esta regularão ocorre por ridos de fosforilação e 
desfosforilação. Em ambas as enzimas, o sitio de fosforilação ê um resí- 
duo de serina {representado aqui por — CH ? 0H) As enzimas da síntese 
do glicogènio sao mostradas em vermelho, e as da quebra do glicogè- 
nio r em preto. 


alvo primário c o tecido muscular, enquanto a ação primária do 
gjucagon ocorre no fígado, O papel regulador desses hormônios 
e os detalhes de suas ações nos tecidos-alvo serão considerados 
posteriormente, no Capítulo 23. 

O substrato para a síntese do amido 
nos vegetais e para a síntese do glicogènio 
nas bactérias é a ADP-glicose 

O amido, como o glicogènio, é um polímero de alto peso mole- 
cular* constituído por moléculas da í>- glicose unidas por liga- 
ções {al— >4). A síntese do amido ocorre nos cloroplaslos como 
um dos produtos estáveis da fotossíntesei essa síntese também ocorre 
em outras organelas e tecidos {os amiloplastos das partes nâo co- 
loridas dos vegetais, como sementes* raízes e tuberosidades). 

O mecanismo de polimerizaçio das hexoses na síntese do 
amido é essencial mente similar àquele da síntese do glicogènio. 
Um açúcar nucleotldeo ativado* neste caso ADP glicose, é sinte- 
tizado pela condensação da glicose- 1 -fosfato com o ATP. 

A enzima amido sintase transfere então resíduos de glicose 
da ADP-glicose para a extremidade não -redutora de moléculas 
de amido preexistentes e que funcionam como moldes iniciais 
(Fig. 20- 1 6). A reação envolve o deslocamento do ADP da ADP- 
glicose pelo ataque ao grupo hidroxila em C-4 do molde inicial, 
formando as ligações {al— >4) características do amido. A fra- 
ção do amido chamada de amilose é não- ramificada, porém a 
outra fração, a amilopectina, tem numerosos ramos formados 
por ramificações (al— >6), como aquelas do glicogènio* embora 




576 



Figura 20-16 - A síntese do amido. Esta sintese ocorre por meio de um mecanismo análogo àquele da síntese do glicogénio (veja Fig, 2Q-UI 
exceto que o substrato ativado é a ADP-glicose em lugar da UDP-glicose. A glicose é transferida para a extremidade não- redutora de uma molécula 
de amido preexistente, por meio da formação de uma ligação Como exposto mais adiante neste capitulo, a ADP-glicose pirofosforilase é 

uma enzima reguladora. 


em número menor (veja Fig. 9- 1 5). Os cloroplastos contêm uma 
enzima ram i ficado ra .similar àquela envolvida na síntese do gli- 
cogênio (Fig. 20-13); ela introduz as ligações (dl— *6) na amilo- 
pectina. 

Com a hidrólise pela pirofosfatase inorgânica do ??\ produ- 
zido durante a síntese da ADP-glicose, a reação global da adição 
de um mol de glicose ao amido a partir da glicose- 1 -fosfato é: 
Amido,, + glicose- 1 -fosfato + ATP —— * amido,, u + ÀDP + 2P, 

ÀG'° = -5ÚkJ/mol 

À síntese do amido é regulada por ocasião da formação da ADP- 
glicose (Fig, 20-16), como iremos abordar depois, ainda neste 
capítulo. 

As bactérias armazenam carboidratos na forma de glicogê- 
nio, que é sintetizado em uma reação análoga àquela catalisada 
pela glicogênio sintase nos animais. As bactérias, entretanto, 
empregam a ADP-glicose no lugar da UDP-glicose como a for- 
ma ativada da glicose, 

A UDP-glicose é o substrato para 
a síntese da sacarose nos vegetais 

A maior parte das trioses fosfato geradas pela assimilação de CO: 
nos vegetais é convertida em sacarose ou amido (Fig. 20-17). A 
sacarose foi selecionada durante a evolução como a forma de 


transporte do carbono nos vegetais possivelmente devido à li- 
gação incomum existente entre o C-l anomérico da glicose e o 
C-2 anomérico da frutose. Essa ligação não é hidrolisada quer 
pelas amilases quer pelas outras enzimas que rompem os car- 
boidratos comuns, e o bloqueio dos carbonos anoméricos im- 
pede a sacarose de reagir nâo endmaticamente, como o faz a 
glicose, com aminoá eidos e proteínas. 

A síntese da sacarose ocorre no citosol e inicia-se com as trlo- 
ses, diidrojdacetona fosfato e gliceraldeído-3-fbsfato, exportadas 
do doroplasto, Depois da condensação em frutose- 1 ,6-bifosfatO 
{catalisada pela aldolase), a hidrólise pela frutose- 1 ,6-bifasfatase 
libera a ffutose-6- fosfato, A sacarose-6-fosfato sintase catalisa a 
reação entre a frutose-6-fosfato e a UDP-glicose para formar a 
$acaro$e-6-fbsfeto- Finalmente, a sacarose-6-fosfato fosfatase re- 
move o grupo fosfato, tornando a sacarose disponível para ser 
exportada da célula em que ocorre a síntese para outros tecidos 
na planta. A síntese da sacarose é regulada e cuidadosamertle co- 
ordenada com a síntese do amido, como ainda veremos. 

A síntese da lactose é regulada de maneira singular 

A síntese da lactose na glândula mamária ocorre por um meca- 
nismo similar àquele da síntese do glicogénio. Entretanto, a re- 
gulação da síntese da lactose é singular. Sob certas circunstâncias, 
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fosfato no dtosd da célula vegetal por vias mostradas nas Figuras 20-1 1 
«■ 20-25 A sacarose-fc-losfato smlase de murtas espécies vegetais é regu- 
tada aiostericamente pela gliease-6-fasfata e K 


uma enzima normalmente específica para um substrato dife- 
rente e um papel metabólico diferente muda para uma forma 
que catalisa a síntese da lactose, A maior parte dos tecidos dos 
vertebrados contém a enzima galactosíl transfera se < Fig. 20- 1 8a)* 
que promove a transferência de um resíduo ativado de galacto- 
se, na forma de UDP-galactme. para o monossacarlideo N-ace- 
tilglicosamina previa mente ligado a uma proteína: 

UDP n-galxtose + S acclil D nUuHjmmi * 

D-gilaaod]-\-ic^'D^k(»amiiu + UDP 

Easa reação não desempenha qualquer papel na síntese da lacto- 
se c a galadoúl transfetase tem uma atividade muito pequena 
quando a glicose ê o grupo receptor dc gaUctosi). Entretanto» 
imediaumente após o parto» a especificidade da galactosil trans- 
ferase na glândula mamária sofre uma mudança: agora ela trans- 
fere o grupo galactosil da L 1 D P-ga lactose para a glicose em velo- 
cidade muito alta, e a lactose é, assim» sintetizada: 

UL>Pn-glkclO« t ir-glitrat * 0-UctOK + li DP 

B(a enaima “nova" é chamada de lactose iintase i Fig, 20- ISb). 
A mudança na espedfkèdaik Ja galactosil transferase è provo- 
cada pela sua associação com a u -bctalbumina (M T 13.500) re- 
cém- sintetizada f pós -parto}» que é lima proteína do leite cuja 
função foi durante muito tempo desconhecida. Sua síntese na 
glândula mamária é regulada pelas harmónios que promovem 
a lactação e leva à formação de um complexo de a-lactalbumi- 
na -galactosil transfera se» que é A Lactose sintase. 

A UDP-glkose é um intermediário na 
formação do glicuronató e da vitamina C 

A glicose, em muitos microrganismos» origina o L>-g]icuronato 
por meio da UDP- glicose» um componente das glicosaminogli- 
canas e participante essencial de muitos processos de detoxica- 
çâo e da síntese da vitamina C» A porção glicose da UDP-glicrae 
ê oxidada para formar UDP-glicuronato pela UDP-glicose desi- 
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Figura 20-19 - Síntese do glicuronato e da vitamina C, O UDP-gNcuronato, formado da glicose, como mostrado aqui, é o precursor dos resíduos 
de glicuronato (GlcA) nas glicosaminoglicanas {veia Fig. 9-20) e da vitamina C (ácido ascórbico) e participa nas reações de detcxicaçâo. 


drogenase (Fig. 20-19), O UDP-glicuronato é o precursor dos 
resíduos glicuronato de políssacarídeos ácidos como os glicosa- 
minoglícanosí hiaiuronato e condroitin sulfato {Fig, d -20). Esse 
derivado do UDP também está envolvido na detoxicação e na 
excreção de compostos orgânicos estranhos ao organismo. 

O UDP-glicuronato é o doador de glicumnosil empregado 
por uma família de enzimas detoxificantes que agem sobre várias 
drogas não-polares, toxinas ambientais e carcinogénios. A conju- 
gação dessas substâncias com o glicuronato é denominada glicu- 
ronação e as converte em derivados polares mais facilmente eli- 
minados da circulação para a urina através dos rins. São exem- 
plos disso: a droga sedativa fenobarbital, a droga anti-HIV ÀZTe 
a forma hidroxilada do cardnogènio benzo [újpireno (3-hidro- 
xibenzofíT J pLreno), todas elas são glicuroniladas por meio da ação 
das UDP-gUcuronosil transferases presentes rio fígado humano 
{Fig. 20-20). À exposição crônica a essas drogas ou toxinas induz 
a síntese aumentada da enzima específica o que aumenta a tole- 
rância para a respectiva droga ou a resistência à toxina, 

O D-glicuronato, formado pela hidrólise do UDP-glieuro- 
nato*é o precursor do ácido L-ascórbico (Fig. 20-19), Nessa via, 
o D-glicuronato é reduzido ao açúcar ácido L-gulonato, que ê 
convertido em sua la cio na. A 1,-gulonolactOna é desidrogenada 
por uma flavoproteína guio nolac tona ox ida.se para liberar o áci- 
do L- ascórbico ou vitamina C, Algumas espécies animais» como 
humanos, cobaias, macacos» alguns pássaros e alguns peixes* não 
possuem a gulonolactona oxidase e são incapazes de sintetizar o 
ácido ascórbico que, por isso, precisa ser ingerido. As frutas cí- 
tricas e o tomate são especialmente ricos em ácido ascórbico. As 
pessoas que não ingerem vitamina C suficiente desenvolvem uma 



Figura 20-20 - Papel do UBP-glicuronata na detoxkação. Aqui está 
mostrada a detoxicaçâo do 3-hidroxjbenzoialpireno, um componente 
tóxico presente na fumaça do tabaco. A glicunonação pela transferên- 
cia de glicuronato dto U-DP-gtícuronato converte a toxina náo-pdar em 
um composto polar e, portanto, mais facilmente removível do sangue 
pelos rins. 
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doença grave chamada escorbuto; nessas pessoas, a síntese do 
tecido conjuntivo» que contém colágeno* é defeituosa. Os sinto- 
mas do escorbuto incluem dentes abalados com gengivas incha- 
das e hemorrágicas, articulações enrijecidas e dolorosas, hemor- 
ragias subcutâneas e cicatrização lenta dos ferimentos. Por sé- 
culos essa doença foi muito comum entre aqueles que faziam 
viagens marítimas prolongadas, durante as quais nào havia in- 
gestão de frutas frescas. Em 1753, o médico naval James Línd 
mostrou que o escorbuto podia ser prevenido e curado pela in- 
gestão de sucos de frutas cítricas. Em 1932 o composto anties- 
corbuio vitamina C foi isolado do suco do limão e denominado 
ácido ascórbico (da palavra latina ícorfrutus). 

Compostos carboidrato-nudeotldeo 
são os precursores empregados na síntese 
da parede celular de bactérias 

0 peptideoglicano que dá força e rigidez ao envoltório bacteria- 
no é um copolímero linear alternante de JV-acetílglicosamina 
(GlcNÀc) e ácido iV-acetiimurãmico (Mur2Ac)» unidos por li- 
gações glicosí dicas (pl->4) e com ligações cruzadas efetuadas 
por pequenos peptídeos ligados aos Mu r 2 Ac (veja Fig, 9-19), 
Durante a construção do esqueleto polissacarídico dessa molé- 


cula complexa* ambos, GlcNAc e Mur2Âc, são ativados pela li- 
gação de um nucleotídeo de uridina aos seus carbonos anomé- 
ricos. Primeiro, o GlcNAc- 1 -fosfato condensa com o UTP para 
formar U DP- GlcNAc (Fíg. 20-21, passo (T)) o qual reage com o 
fosfbenolpiruvato para formar UDP-Mur2Ac (passo ©); cinco 
aminoácidos são então adicionados (passo (D). A porção 
Mur2Àc-pentapeptídeo é transferida do nucleotídeo de uridina 
para um álcool isoprenóide de cadela longa (o dolicol, veja Fig. 
1 1 -20f) (passo®) e o resíduo GlcNAc é doado por UDP- GlcNAc 
(passo ©). Hm muitas bactérias, cinco glídnas são adicionadas 
por melo de ligação peptídica ao grupo amino do resíduo de 
lisina pertencente ao pentapeptldeo (passo®). Finalmente, esse 
complexo decapeptídeo-dissacarídeo é adicionado ã extremida- 
de não- redutora de uma molécula de peptídeoglicana preexis- 
tente (passo©). Uma reação de transpepti dação faz o entrecru- 
za mento de cadeias polissacarídícas adjacentes (passo ©}, con- 
tribuindo para a formação de uma parede grande e forte que 
envolve a célula bacteriana. Muitos dos antibióticos mais eleti- 
vos atualmente em uso agem pela inibição das reações de síntese 
do peptideoglicano (Adendo 20-1). Sem o suporte da camada 
formada por peptideoglicano, a célula bacteríana é frágil e mui- 
to sujeita à lise osmótica. 
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Figura 20-21 - Síntese do peptideoglicano 
bactéria no. Nos primeiros passos dessa via (de 
0 até @), a fv-acetilglicosamina (GicNAc) e o 
ácido A/-acetilrnurámico (Mur2Ac) são ativados 
pela união, por meio de urna ligação fosfodiéster, 
de um nucleotídeo de uridina (UDP) em seus carbo- 
nos anoméricos e, no caso do Mur2Ac, de um 
álcool i5oprenil de cadeia longa (dolicol). Esses 
grupos ativadones participam da formação de liga- 
ções glicosldicas; eles funcionam como exceíen- 
tes grupos de salda. Depois da Ngação, (D e © r 
de um dissacarideo com a cadela lateral de um 
peptldeo (10 resíduos de aminDácidas), este pre- 
cursor é transferido (Q)) para a ponta não-reduto- 
ra de uma cadeia peptideoglicana preexistente e 
que serve como molde para a reação de poiimeri- 
zaçáo. Final mente, ocorre uma reação de trans- 
peptidação (®) entne as cadeias laterais dos peptí- 
deos em duas moléculas do peptideoglicano. Um 
resíduo de glicina na extremidade da cadeia peptí- 
dica desloca uma D-alanina terminal na outra ca- 
deia polipeptidica formando uma ligação cruzada. 
Essa reação de transpeptidação è inibida pelas di- 
versas formas da penicilina e isso mata as bacténas 
pelo enfraquecimento das suas paredes celulares. 


Peptideoglicanu maduro 
totalmenic entrctruzado 


Penicilinas 


Uma outra cadeia pcptideoglicana 


Adendo 20-1 A penicilina e a p-lactamase: 

A bala mágica contra o colete à prova de balas 


Como Oü pcp hdeoglk anos *ào exclusivos <iu pare- 
des celulares bactetianas, sem cMnirura* homolo- 
gas conhecidas entre os mamíferos, as enzimas res- 
ponsáveis por sua síntese são divos ideais para a ação 
de antibaõlicos. Antibióticos que atingem alvos bae- 
tcrümos espea ficos sio algumas veies dumados de 
'"baias magicas”. A penicilina c seus muitos análo- 
gos sintéticos tèm sido empregado* para tratamen- 
to médico de infecções bacterianas desde quando 
essas medicações passaram a ser impiamente em- 
pregadas r» época da Segunda Guerra Mundial. 

Penicilinas e antibióticos relacionados contém o 
and ^-lactama I Fifç. I ). que ê modificado de dife- 
rentes maneiras. Todas as penicilinas contém um 
and liazolidina ligado a placUma. mas das dife- 
rem nu subsnlumte na posição seis, que é respon- 
sável pelas diferentes propriedades farmacológicas 
das diferentes penicilinas. For exemplo, a penicilina 
V é estável em meios ácidos e pode ser administra- 
da por via oral, mas a metídlina é instável em meio 
ácido e precisa ser administrada por via intravenosa 
ou Intramuscular, Entretanto A metídlina resiste ao 
ataque de enzimas bactéria nas (|T lacta mases) en- 
quanto muitas outras penicilinas nào o fazem. As 
p-lactamas têm muitas propriedades que caracteri- 
zam um bom medicamento, Primeiro, elas tám 
como aivo uma via metabólica presente nas bactérias 
mas não no organismo humano. Segundo, intro- 
duzidas no organismo, elas têm pcrtada de meia- 
vida suficienlemmíe longo para serem clinicamen- 
te úteis. Terceiro, elas atingem concentrações tera- 
pêuticas na maioria das içvhJo* e òrgütvs, se não em 
todos, Fúiaimente, elas são efetivas contra um largo 
espectro de espécies bacterianav 


As penicilinas bloqueiam a formação das ligações 
enirccruzadas nos pcpiideoglicanos, atuando como 
inibidores de ação baveada em um mecanismo (sui- 
cida). O mecanismo caulitko normal das ennmas- 
aho ativam o i nibi dor t este modifica covakmemen- 
te um resíduo essencial no sitio ativa As iraitspep- 
tidases empregam um mecanismo de reação 
(envolvendo resíduo* de sçrina) similares àquele 
da quimutripsma (veja Fig. 8-19); a reação ativa as 
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Figura 1 


Muitos outro* oÜgo e polis&acarídeos são sintetizados por 
vias similares nas quais os açúcares são ativados para, subse- 
quentemente, reagir e se ligar a núcleo [ideos. Na glicosilaçio de 
proteínas» por exemplo ( veia Fig» 27-36), os precursores <bs por' 
ções de carboidratos são complexos carboidrato- núcleo t ideo 

Fotossmtese dos Carboidratos 

A síntese dos carboidratos nas células animais sempre emprega 
precursores que possuem pelo menos três átomos de carbono, 
lodos cm um estado de oxidação menor que o carbono no CO]„ 
Os organismos folossintélícos, pelo contrário, podem fazer car- 
boidratos de CO; e água por meio da redução dn COj que utili- 
za a energia fornecida pelo ATE e pelo NADPH gerados na I rnns- 
ferênda fo tossi niétic ade elétrons» Esse processo representa uma 
diferença fundamental entre os organismos auto tráficos (foto- 
tráficos ou quimiotróficos) e heterotróficos» Os auto tráficos» 
comn os vegetais, podem empregar o CO; como a única fonte 
de todos os átomos de carbono necessários para as reações de 
bkresfntesc» não apenas da celulose e do amido, mas também 
dos Lipídios c proteínas e de todos os muitos e variados compo- 


nentes orgânicos das células vegetais. Os organismos hetero- 
Uóficos» ao contrário, são em geral incapazes de realizar a redu- 
ção do CO» para formar glicose * , novi“ D dióxido de carbono 
pode ser captado pelos tecidos animais, como na reação da pi- 
mvato carboxílase durante a gliconeogènese» mas a molécula 
de GO; incorporada no oxaloacetato é perdida em um passo da 
reação subsequente {veja Fig, 20-3}. I3e forma similar, o CO» 
captado pela aeetü-CoA carbojcilase durante a síntese dos áci- 
das graxos (veja Fig. 21 -I ) ou pela carbamil fosfato sintetase 1 
durante a formaçào da uréia (veja Fig, 18-3) é perdido em pas- 
sos posteriores. 

As plantas verdes contém em seus clüroplastos uma maqui- 
naria enzimática única quccatulLsa a conversão do CO> em com- 
postos orgânicos simples (reduzidos), cm um processo deno- 
minado assimilação do COj. Esse processo também é chamada 
fixação do CO 2 , ou fixaçàn do carbono, mas neste texto reserva- 
mos esses termos para as reações cm que o carbono é incorpa- 
rado (fixado) no 3-FnsfogIicefatn. Esse produto simples da fo- 
toss tntese é o precursor de bio moléculas mais complexas, Inclu- 
indo açúcares e poli»wacandeox c seus derivados metabólicos, 
sintetizados em vias metabólicas em tudo similares àquelas eris- 
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p-lactamas* como a penicilina, que T por sua vez, ina- 
tivam as transpeptidases, Depois que a penicilina 
entra no sitio ativo da transpeptidase, o próton no 
grupo hidroxila de um resíduo de serina do sítio 
ativo é abstraído para o nitrogénio do and da |i- 
lactama e o oxigénio da hidroxila da serina ataca o 
carbono earbonila na posição 7 da p-iactama, isso 
abre o anel e fbrma um derivado penicílirtoil-enzi- 
ma estável que inativa a enzima (Fig. 2a). 
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Figura 2 


Penicilina inativa 


O emprego freqüente e generalizado dos antibió- 
ticos vem conduzindo a seleção e a evolução da re- 
sistência a eles em muitas bactérias patogênicas. O 
mecanismo mais importante dessa resistência é a 
i nativa çáo do antibiótico peta hidrólise «mmátiea 
do anel lactama catalisada por fJ- lacta mases bacte- 
rianas, o que fornece à bactéria um l< colete à prova 
de balas” (Fig. 2b). A [3-lactamase forma um adueto 
covaknte temporário com o grupo carhoxila do anel 
lactama aberto, que é imediatamente hidrolisado, 
regenerando a enzima ativa. Uma forma de evitar 
esse tipo de resistência ao antibiótico é sintetizar 
análogos da penicilina, como a metiçílina, que são 
maus substratos para as (3-lactamases, Outra ma- 
neira é administrar junto com o antibiótico um ini- 
bidor da J3-lactamase tal como as drogas clavg la na- 
to e sulbactama. 

A resistência aos antibióticos é uma ameaça sig- 
nificativa á saúde pública. Algumas infecções bac- 
téria nas sàu, atualmente, cssencialmente não tratá- 
veis com antibióticos, No inicio da década de 1990, 
2fl% a 40% das cepas de STaphybcoccuf nu reta eram 
resistentes à meticilina e 32% das cepas de Neiííerifl 
gonorrhoeae eram resistentes j penicilina. Lm Í986, 
32% das a mostras de Shigelk (uma bactéria respon- 
sável por formas graves de disenteria, algumas com 
letalidade de 15%) eram resistentes à ampicilina. É 
significativo constatar que muitos desses patógenos 
são também resistentes a muitos outros antibióti- 
cos. No tuturo precisaremos desenvolver novos 
medicamentos que evitem os mecanismos de resis- 
tência desenvolvidos peias bactérias ou que tenham 
ação sobre outros alvos hacteri&nos. 


J 


tentes nos animais. A assimilação do CÜ 2 se realiza por meio de 
uma via cíclica na qual os intermediários-chave são constante- 
mente regenerados. Essa via foi elucidada nos primeiros anos da 
década de 1950 por Melvin Calvin e colaboradores, sendo fre- 
qüentemente chamada de cicio de Calvin, 



Melvin Calvin 
{191 1-1997) 


A assimilação do C0 2 ocorre em três estágios 

O primeiro estágio na assimilação do C0 2 em substâncias or- 
gânicas (Fig. 20-22) é uma reação de fixação do carbono: sua 
condensação com um receptor de cinco átomos de carbono, a 
ribulose-U5-bifosfato, para formar duas moléculas de 3-fbsfo- 
glicerato {observe que a Figura 20-22 mostra o número de mo- 
léculas que reagem para tornar possível a formação líquida de 
uma molécula de triose — e isso representa a captação de três 
moléculas de CO ? ). No segundo estágio, o 3-fosfógJicerato é re- 
duzido a gliceraldeído- 3 -fosfato; três moléculas de CO : são fi- 
xadas em três moléculas de ribulose-1 ,,5-bifosfato para formar 
seis moléculas de gliceraldeído- 3 -fosfato ( 1 S carbonos) em equi- 
líbrio com a düdroxiacetona fosfato. No terceiro estágio, cinco 
das seis moléculas de gliceraldeído- 3 -fosfato [15 carbonos) são 
empregadas para regenerar três moléculas de ribulose-1 ,5-bi- 
fosfato* o material inicial. Assim, o processo global é cíclico e 
permite a contínua conversão de CO; em triose e bexose fosfa- 
to, A frutose-b-fosfato é um intermediário -chave no estágio 3 T 
ela representa um ponto de ramificação que tanto pode levar à 
regeneração da ribulose-1 , 5 -bi fosfato como à síntese de amido. 
A via da hexose fosfato para pentose bifosfato envolve as mes- 
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mas reações empregadas rias células animais para a conversa 
das pentoses fosfato em hexoses fosfato durante a operaçflo da 
via das pen toses fosfato, uma rota alternativa para a oxidação 
da glicose (veja, Fig. 15-20). Na assimilação Fotossin [Ética do 
C0 2 * essa via opera em direção oposta, convertendo as hcxoses 
fosfato em pen tose* fosfata Esse ciclo redutivo das pen toses fos- 
fato usa as mesmas enzimas da via oxida ti va e diversas outras 
que tomam o ciclo redutivo irreversível 

Estágio 1: fixação do COj em 3-fosfoglicerato Uma pri- 
meira písu importante par j a natureza do mecanismo de as*i- 
milação do CO; ttos organismos fotossmteticos foi obtida nos 
últimos anos da década de 1340, quando Calvin e seus colabo- 
radores iluminaram uma suspensão de algas verde» na presença 
de dióxido de carbono radioativo ( ^COy por apenas alguns se- 
gundos. A seguir* des mataram rapidamente as células* extraí- 
ram seu conteúdo e, com a ajuda de métodos cromatagráfkax, 
procuraram pelos metibóütos marcados pelo carbono radioa- 
tivo. O primeiro composto a se tomar marcado foi o MosfogÜ- 
cera to* com o l4 C predomina ntemente localizado no átomo de 
carbono carhoxda- Esse átomo não se toma rapidamente mar- 
cado nos tecidos animais na presença de C0 2 radioativo. Esses 
experimentos sugeriram fortemente que o 3-fosfoglicerato é um 
intermediário precoce na fotossántese. A enzima presente nos 
extratos de folhas verdes que catalisa a incorporação de CO r na 
forma orgânica é a rihulosc- 1*5- bi fosfato carbnxilnsc OU RuBP 
carboxikse/oxigenase (chamada abreviadamente de rubisco]. ( A 
atividade de oxigenase das enzimas será discutida posteriormenlc 
neste capitulo. ) Como uma carboxüase, a rubisco catalisa a liga- 
ção to valente do COj ao açúcar com cinco átomos de carbono 
ribulose- 1,5-bl fosfato e a clivagem do intermediário instável de 
seis carbonos para formar duas moléculas de 3-fosfoglkerato. 
uma das quais carrega um novo carbono introduzido como COj 
em seu grupo çarboxila (Fig. 2Õ-23). 

A enzima rubisco de vegetais, a enzima-chave na produção 
de biomassa a partir de CO,, tem uma estrutura complexa ( Fig. 


2Q-24a, b), Existem oito subun idades grandes, cada uma delas 
com M, 56.000 e contendo utn sítio ativo, ç oito subun idades 
pequenas (cada uma com M r 14.000), cujas funções ainda não 
são bem compreendidas. A estrutura em subun idades da enzi- 
ma rubisco das bactérias fotosslntéticas é muito diferente, com 
duas siibunidades semelhantes àquelas grandes sub unidades da 
enzima vegetal em muitos aspectos ( Fig 20- 24c). A enzima ve- 
getal «tá localizada no estro ma do doroplasto e representa até 
perto de 50% da sua proteína, total A rubisco é a enzima mais 
abundante na biosfera. 

Estágio 2: conversAo do 3-(wfogli»rato *m glicerat- 
deído-2- fosfato ü 3-fosfogliíeratn formado no estágio l i 
convertido em gli cera! deido- 3 -fosfato em dois passos que são, 
«sencialmente, a reversão dos putos correspondentes na glicõ- 
lise, com uma exceção: o to- fator nudeoúdko para a redução 
do I J-bifosfogücerato é o NÁDPH e não o NADH (Ftg. 20^25). 
O esiroma do dmupUstci contém um conjunto completo das 
enzimas glicolíticas com exceção da íasfogHcerato mutase. Essas 
enzimas do estruma são isozimas daquelas encontradas no dto- 
sol; os dois conjuntos de enzimu catalisam as mesmas reações, 
mas elas são produtos de genes diferentes. 

No primeiro passo da seqüênaa, a 3-fosíóglicerato quina- 
se* no «troma, catalisa a transferência do fosfato do ATP para o 
3-fosfoglicerato* formando 1 J-bífosfogliceralo (Fig. 20-25). 
Então u NADPH cede os seus elétrons cm uma reação de redu- 
ção catalisada pela enzima gliceraldcído- 3 -fosfato desídrugena- 
se, produzindo gliceraldeído-3-fosfato, A enzima tríose fosfato 
isomerase interconverte as tríoses glíceraldeído-3- fosfato e dii- 
droxiacetona fosfato. Essas trioses fosfato ou são convertidas em 
amido no doroplasto, que é estocado para uso posterior* ou são 
imediatamen te exportadas para n citosol e convertidas em saca- 
rose, que é transportada para as partes da planta que estão em 
crescimento. Nas folhas em crescimento, a energia adicional ne- 
cessária pode ser fornecida por uma porção importante das 
tríoses fosfato que é degradada pela gUcóLise í Fig. 2&-251 
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Intermediárias da reação com seis átomos dc 
carbono na molécula se ligam na ribialosc- 1 h 5- 
bifosfàto carbuxikse {rubisco) 


Figura 20-23 - O primeiro estágio da assimilação do CÜ 3 . A reação de fixação do C0 7 è catalisada pela ribulose- 
1 ,5-bifosfato carboxilase (rubisco). Acredita-se que o intermediário carbaxilado da Teação é o (1-cetcjécido de seis 
átomos de carbono que fica ligado à enzima e que è mostrado aqui; ele é hidrolisado s liberado da superfície da 
enzima como dois produtos idênticos com três átomos de carbono cada um. um deles contém o átomo de carbono 
originari amente no CO ; (vermelho). 




U) 



íb) 

Figura 20-24 - Estrutura da ribulose-1 r 5-bifo5fa- 
to carboxilase (rubisco). (a) Vista superior e (b) vista 
lateral de um modelo do tipo fita da enzima rubisco 
do espinafre, baseado em análises por di fração com 
raios X da enzima cristalina. Existem oito grandes su- 
b unidades (mostradas em azul) e oito unidades pe- 
quenas (em cinza), firmemente empacotadas em uma 
estrutura de M, 5 50.000. A enzima rubisco esta pre- 
sente em uma concentração de perto de 25ümg/mL 
no estroma do doroplasto, correspondente a uma con- 
centração extraordinariamente alta de sítios ativos 
(-4mM). Os neslduns de amindàcidos do sitio ativo são 
mostrados em amarelo, (ç) Modelo do tipo fita da en- 
zima rubisco da bactéria Rhodospiritlum rubrum. As 
subunidades estão mostradas em cinza e azul. Um re- 
síduo de lisina no sitio ativo, que é carboxilado para 
formar um carbamato no slbo ativo (veja F?g. 20-33), 
está mostrado em vermelho. 0 substrato, rlbutose-1,5- 
bifosfato está em amarelo. 



Figura 20-25 - Ã veguoda fase da assim ilaçáo do COj O 3-fosloglicerdio e convertido en gltcer aJdetdo- 3 ■ loslaio (seus rermet sas) Também 
«tão mostrados os destinos alremaíiws do átomo de carbono fixado no glieeratdeftki-3-fiisfato (setas azuis) A máior parte é recetada para formar 
fibiiose-l.S-brtosíalo como mostrado na Fçura 20-26 O glíeraWerdo-B-iosfato 'extra' pode ser empregado imediatamente como fome de 
enerçu, oo coftvertdo em sacarose para transporte, ou, ainda, armazenado como anvdo para uso futuro Se o gfKeukttdO-l-fcttfâto è necessáno 
para a tfntese de arrwJo. ete condensa com a Sidrojoacetona ftrtíato no estruma e è convertido em fruto»- 1 .6-pdosfato. a precursora do arruda 
Em outras situações, tfc ê convertido em d ndro* acetona fosfato, que deua o doropFasro por meo de um transportador especifico (veja Rg. 20-31). 
No cítosot a drdrojuaceTOnà fosfato pode ser degradada por mero da gfceúloe paca fornecer energia ou ser empregada para formar a frutose-5- 
fosfato e. entto. sacarose 


Estágio 3: r*g#n#raçJo da ribulose-1 r 5-bifosf*to m par- 
tir das trlories fosfato. Como já Foi visto, a primeira reação 
na assim i fação do CO ? nas trioses fosfato consome ribulose I >5- 
bifosfato. Para que o fluxo dc CO : que se transforma em carboi- 
drato seja continuo, a rihulo.se- ] ,5- bi fosfato precisa set cons- 
Un temente regenerada. As células vegetais resolveram esse pro- 
blema com uma série de reações que, junto com os estágios I e 2 
descritos anteriontiente, formam uma via cfclica (Fig, 20-26). 
Por essa via o produto da primeira reação (3-fosfoglicerato) passa 
por uma série dc transformações que ao tina] levam á regenera- 
ção do material de partida, ribuiose-l T 5-bifosfato. Assim, a re- 
generação da rihuiuse- 1.5-bifosfato envolve tear r anjos dos 
esqueletos carbônicos do gliceraldeído-3-fosfato e da diidroxiit- 
cetona fosfato prndüiidas nos primeiros dois estágios da assi- 
milação du carbono. Os intermediários na via incluem açúcares 
com 3, 4, 5, 6 e 7 átomos de carbono. Na discussão a seguir, 
todos os números dos passos referem-se àqueles indicados na 
Figura 20-26, 


Os passos (X) e @ são promovidos pela transaldoiase, que 
catalisa a condensação rrversfvd do glicéfaldeido- 3- fosfato com 
a dndroxiacetona fosfalo (passo (T)l como na gücóüse e da eri- 
irose-4- fosfato com a (tiidroxiacelnna fosfato (passo (?)), for- 
mando o composto com sete átomos de carbono, a sedoeptulo- 
se-l,7-bifosfato. Os passos (|)e ® $âo catalisados pela enzima 
transcelolase, que eonlém a liamina pirofosfatu (TPP) conto 
grupo pnostético {veja Fig. 15-9a) e requer Mg‘\ A transcetolase 
catalisa a transferência reversível dc um grupo cetol (CH^ÜH— 
CO™) de uma cetose fosfato doadora, frutose-6-fosfato no passo 
(D, para uma aidose fosfato receptora, o gliceraldeído-3- fosfato 
(Fig, 20-27a, b), No passo as mesmas reações básicas con- 
vertem a sedoeptulose-7-fnsfato e o gUceruldeído-J- fosfato em 
duas pentoses fosfato (Fig. 20-27c), A Figura 20-2S mostra como 
um fragmento com dois átomos de carbono são temporaria- 
mente transportados pelo TPP e condensados com o glkeraldeí- 
do-3- fosfato, com très átomos de carbono (passo (fi)K 
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Figura 20-26 - O terceiro estágio na assimilação do C0 3 Este diagrama esquemático mostra a interconveráa das trioses fosfato {compostos com 
3G; em verde) e pentoses fosfato (compostos com 5C; em vermeího). Os materiais de panda são as trioses fosfato; glkeraldeldo-3-fosfato e diidroxiate- 
tora fosfato. As reações catalisadas pela transa Idolase (passos (j) e @) e transcetolase (passos {3} e ©I) produzem as pen toses fosfato, que sáo convertidas 
em ribulose-1,5-bifosfato — ribüse-5-fosfato pela ribose-5-fosfato isomerase (©) e xiluiose-B-fosfato pela ribulose-5-fosfato epimerase (©). Mo passo 
@ a ribulose-fj-fosfato é fosforilada r regenerando a ribulose-LS-bifostato. Os passos com setas azuis são exergõnicos e tornam irreversível o processo 
todo; passos © (frutose-InG-bifosfatase), © (sedoeptulose bifosfatase) e © (ribulose-5-fosfato quinase). 
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Figura 20-27 - As reações da ciclo de Calvin catali- 
sadas pela transcetolase (a) A reação geral catalisada 
pela transcetolase éa transferência de um grupo de dois 
carbonos, transpodado temporariamente pelo TPP liga- 
do ã enzima, de uma cetose doadora para uma aldose 
receptora, {b} Conversão de uma hexosee de uma triose 
em uma pentose e uma tetrose pela ação da transceto- 
lase (passo© da Fig. 20-26). (c) Conversão dos açúcares 
de sete e de três átomos de carbono em duas pentoses 
pela ação da transcetolase (passo © da Fig. 20-26). 
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Figura 20-2! - A transceloíase transfere un> grupo de dos aiomos Oe carbono da sertoeptutose-7-fosfato para 
□ qtKret .ítcfe-do- J-lo&^lo. produmòô duos pentows fusíaio (passo © dá F»g 20-26* A tiúmina purufoslalo 
ftrioona como um [r^soorxadOf temporéna de uma umdad? d? doe álamos de cafbüno e tomo um escoadou- 
■d de elétrons i*e\a Rg 15-9] para (ac Jitar as reações 


A* pentoses fosfato formadas na reação da iransçcLolase — 
rvbose-STa&fato e x il ulose-S- fosfato — são convertidas cm n- 
buloseõ-fosfato (passos (7) e®h a qual, no passo final do eido 
(pasSO®) T 6 fosforilada pela ribulose-S-fosfatoquinase (Fig. 20- 
29) e passa a ribulose- 1 ,5-bi fosfato, Essa é a terceira reação for 
temente exergòmca da via. 

Cada triose fosfato sintetizada a partir 
d* COj custa sais NADPH a nova ATP 

O resultado liquido tina) do cklo de Calvin é a conversão de três 
moléculas de COi e uma molécula de fosfato em uma molécula 
de triose fosfato. A estequinmetria global da vu do CO : até tn ci- 
se fosfata, com a regeneração de ríbukise- LS-bifosCato, está 
mostrada na Figura 20-50. Três moktuL&s dc ribukoe- 1,5-bifos- 
fato (um total de 15 átomos de carbono) condensam com três 
moléculas de CG.-. (três carbonos* para formar seis moléculas de 
3-fosfoglicerato (18 carbonos). Essas seis moléculas de 3-fosfo- 
glicerato são quimicamente reduzidas para seis moléculas de gli- 
ceraldddo-3 -fosfato, com o consumo de seis ATP (na síntese dq 
1,3-bífosfoglicerato) e seis NADPH (na redução de 1 ,3-bifcsfo- 
gl ice rato para glicer aldeído- 3-fosfato), Uma destas moléculas de 
gliccmtdeído-3-fosfato é o produto liquido do processo. As outras 
cinco moléculas de gliceraldetôn- 3- fosfato < 15 carbonos) são 
rearraniadas nos passos (T) a (?) da Figura 20-26 para formar 
três moléculas de ribulose- 13-foifosfeto (L5 carbonos). O últi- 
mo passo nessa conversão requer um ATP por ríbulose- 1 ,5-bi- 


fosfato. ou seja, um total dé três ATR Assim, para cada molécula 
de trio ve fosfato produzida peia assimilação foiossintética do 
CO; + são necessários seis NADPH e nove ATP, 

A fonte de ATR e NADPH para as reações de síntese das 
trioses fosfato são as reações potencíadas pela luz da fotossín- 
tesc (Capítulo 19), que produzem NADPH e ATP quase na mes- 
ma proporção (2:3) em que sào consumidas no ciclo de Cal- 
vin. Das nove moléculas de ATP convertida» para ÀDP c fosfa- 
to na geração de uma molécula de rrtose fosfato, oito dos 
fosfates são liberados como P e combinados com oito A DP 
para regenerar o ATP. O nono fosfato é incorporado na pró- 
pria triose fosfato. Para converter o nono ADP em ATP. uma 
molécula de P, precisa ser importada do ctlosol, como vere- 
mos adiante. 

No escuro, a produção de ADP e NADPH pda íotofosfori- 
lação cessa c a incorporação de CO : na triose fosfato (por meio 
das chamadas “reações escuras’ 11 ) também cessa. Como descrito 
no Capítulo 18, as “reações escuras* da fotossínlesc são chama- 
das assim para distinguidas das reações primárias potencíadas 
pela luz de transferência de elétrons para o NADP 1 e a síntese do 
ATP descritas no Capitulo 19. Nos organismos foto&sintétkos p 
de faio, elas não ocorrem em velocidades significativas no escu- 
m (embora das o façam nos organismos quimiotrófkos). Por- 
tanto, uma denominação mais adequada para elas é a de reações 
dc assimilação do carbono. Adiante neste capitulo descrevere- 
mos os mecanismos reguktários que ligam a assimilação do car- 
bono quando hi luz e a desligam no escuro. 
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Figura 20-30 - À estequíometria da assimila- 
ção do COi por maio do cklo de Calvin Para 
cada três moléculas de C0 2 fixadas, é produzida 
uma molécula de triose fosfato (gliceraideido-B- 
fosfato) e nove AT? e seis NADPH são consumidos. 
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Os átomos de carbono lixos gerados no doroplasto tam- 
bém são estocados ai em quantidades significativas. No interior 
do estro ma do doroplasto estão todas as enzimas necessárias 
para converter as trkses fosfato produzidas peia assimilação do 
C0 2 (gíicera tdeído' 3 -fosfato e diidromcetona fosfato) em ami- 
do, o qual é armazenado no cloropíasio como grànufo* insolú- 
veis. A aldolase condensa as duas trioses em finilose- 1,6-bifov 
lãto> a frutosc- 1 jè-bifasfatase Libera a frutose-6- fosfato, a fosfo- 
exose isomerase produz a glicose-ó-fosíato e a fosfoglicomuusé 
produz glicose- L -fosfato, o material de partida para a síntese 
do amido. 

Todas as feaçòrs do eido de Calvin também ocorrem em 
tecidos animais, exceto aquelas catalisadas pda rubisco, pda se- 
doeptulose- 1 ,? -bifosfitase e pda ribulose-5- fosfato quma«, m- 
peüüvamenle- ífor niu possuírem essas três enzimas íe a abun- 
dância em ATP e NADPH fornecida pelas reações dependentes 
de luz da fotosslnlese}, os animais não podem realizar a conver- 
são liquida de CO; etn glicose. 

Um sistema de transporte do doroplasto 
exporta trioses fosfato e Importa fosfato 

A membrana interna do doroplasto é impermeável para a maio- 
ria dos compostos fosforilados* incluindo fhitose-fi- fosfato, gli- 
cose-6-fosffllo e frutose-1 ,6-biíosfato. Entretanto, existe um 
transportador especifico (contratransporie) que catalisa a tro- 
ca um por um de P| por triose fosfato, quer esta seja diídrox la- 
ce tona fosfato ou 3-fosfoglteerato (Fig, 20-31; veja também a 
FLg. 20-25). Esse contra transporte move simultaneamente a trlo- 
se fosfato para fora do doroplasto, ou seja, para o citosol, e o P, 
para a interior dos doroplastos, onde ele é empregado nu foto- 
fosfor ilação. 

Sem esse sistema de eontratransporte, a assimilação de CO; 
no cloro pias to seria reduzida drasticamente, Assim*o transporte 
efetivo das trioses fosfato para fora do doroplasto faz a remo- 
ção das trioses fosfato oriundas da assimilação do carbono. No 
cítosol essas trioses fosfato são convertidas em sacarose pebs 
vias ilustradas nas Figuras 2Q-25 e 20- 1 7. A sintese da sacarose 
no ci tosai e a síntese do amido do doroplasto são as duas gran- 
des formas pdas quais a excesso de trioses fosfato é armazena- 
do. Os passos di síntese da sacarose liberam quatro moléculas 
de P, de cada uma das quarm trioses fosfato requeridas para a 
síntese de uma molécula de sacarose. Esse P, e transportado de 
volta ao doroplasto c empregado na síntese de ATP, substituin- 
do a molécula de P, que. como foi descrito, foi empregada para 
gerar uma triose fosfato. Para cada molécula de triose fosfato 
que sai do doroplasto, um P é transportado para o seu interior. 
Se essa troca for bloqueada, a síntese de trioses fosfato rapida- 
mente reduzirá o V disponível no doroplasto e impedirá a con- 
tinuação da assimilação de CO ; no amido. 

Esse sistema contra transporte Pj-triose fosfato tem uma 
outra função adicional, No d to sol existe uma grande varieda- 
de de reações sintéticas que consomem energia na forma dc 
ATP e de força redutora química, Essas necessidades energéti- 
cas são supridas pelas mitocôndrias em um grau ainda inde- 
terminado, Uma segunda fonte potencial dessa energia é re- 
presentada pelos ATP e NADPH gerados no estroma durante 
as reações luminosas da foto ssín tese; entretanto, o ATP e o 
NADPH não cruzam a membrana do doroplasto. O sistema 
contratram porte das trioses fosfato tem o efeito indireto de 
mover o ATP e os equivalentes redutores através da membra- 
na do doroplasto (Fig- 20-32). A diidmxiacetona fosfato for- 
mada no estroma pela assimilação do GO; é transportada para 
0 dtosol, onde ela é convertida pelas enzimas glicolíticw em 


3-fosfoglicerato, gerando ATP e NADH, O 3-fosfoglicerato re- 
entra no doroplasto, completando o cklo. O efeito líquido fi- 
nal é u transporte de NADPH/NADH e ATP do doroplasto 
para o dtosol. 

Regulação do Metabolismo 
cios Carboidratos em Vegetais 

O metabolismo dos carboidratos na* células vegetais é mais com- 
plexo que nas cduhs animais ou no* microrganismos que não 
realizam a fotos&íntese. Além das via* universais da glkólise e da 
giiconeogénese, os vegetais têm uma singular sequência de rea- 
ções que promove a redução do COj em trioses fosfato e a via 
redutora associada das pentpsc* fosfato — todas essas vias pre- 
cisam ser reguladas de forma coordenada para eviiar eidos fú- 
teis desperdiçadores e para assegurar a alocação adequada dos 
carbonos para a produção de energia e para a síntese do amido e 
da sacarose. Enzimas- chave são reguladas por um ou mais dos 
seguintes mecanismos; 

1 Redução de pontes dissulíclo por elétrons tinindo do 
fotossistema 1. 

2. Mudanças no pH c na concentração do Mg 1 * que re- 
sultam da iluminação, 

3. Regulação alostérica convencional por um ou mais 
intermediários metabólicos, 

4. Modificação covalente. 

A enzima rubisco é submetida à regulação 
tanto positiva quanto negativa 

Sendo o sítio onde se inicia a fixação fotossLutética do 0> a en- 
zima rubi sco é o primeiro alvo dos mecanismos de regulação, 
Um tipo de regulação envolve a carbamiLação de um resíduo de 
lisina (Fig, 20-33a t b ). Em níveis alto* de CO; isso ocorre de for- 
ma não-enzimálica. Entretanto, o substrato para essa enzima, 
ribufose- 1 Jk-bifosfato, intbe a carbamÜoção e esse efeito é quase 
completo em concentrações fisiológicas de CO;. Uma enzima 
chamada rubisco ativsse supera essa ambtçin pda promoção da 
liberação de nbiilose-l»5-bífo*Filo dependente de ATP. que ex- 
põe o grupo amino do resíduo de lisim da rabi wo a tarbamiU- 
ção pelo CO; . o que resulta em ativação da enzima. 

A forma carbamilada da rubi sco não é mais inibida pela nbu 
lose- 1 ,5-bifosfalú, mas o 2-caHxuiarabinitol 1 -fosfato, um aná- 
logo do estado de transição de ocorrência natural í veja Adendo 
8-3), com uma estrutura similar aquela áo intermediário j3-ce- 
coacido da reação da rubi sco (Fig*. 20-23 e 20- 33c) permanece 
como um inibidor potente. Esse composto é sintetizado no escu- 
ro por algumas plantas para reprimir a atividade da rubisco e al- 
gumas vezes é chamado de "inibidor noturno*. Ele é quebrado 
quando a luz retoma, permitindo unta reativação da rubisco. 

Algum» enzimas do ddo de Calvin 
são ativadas indiretamente pela luz 

A assimilação redutiva do CÜj requer ATP e NADPH e suas 
concentrações no estroma aumentam quando os doroplastos 
são iluminados (Fig, 20-34), D transporte de prótons induzi- 
dos pela luz através da membrana tilacóide (Capitulo 19} tam- 
bém transforma o compartimento estroma! em alcalino e é 
acompanhado pelo fluxo de Mg 2 * para fora do compartimento 
tilacóide em direção ao estroma. Várias enzimas do estroma 
evoluiram para tomar vantagem dessas condições dependentes 
de luz que sinalizam a disponibilidade de ATP e NADPH; eles 
tém pH ou concentração de Mg J ' ótimos que são mais bem 
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do cloroplasto 



Figura 20-3 1 - O sistema contratransporte P-triose fosfato da membrana interna do cloroplasto. Este transportador 
facilita a troca do P, dtosólico por diidroxiacetona fosfato estrumai. Os produtos da assimilaçSo fotossintática do carbono sâo, 
portanto, movidos para o citosol, onda eles funcionam como ponto de partida para a biosslntese da sacarose e o fosfato necessário 
para a fotofosfonlação è transferido para o estruma. Esse contratransporte pode conduzir o 3-fosfogHcerato e agir no transportador 
para exportado de ATP e equivalentes redutores {veja F*g. 20-32). 
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Figura 20-32 - Papei do contratransporte Pi-triose fosfato no transporta do ATP a da equivalentes redutores. A diidroxi- 
acetona fosfato deixa o cloroplasto e á convertida em gliceraldeldo-3-fosfato no citosol, A atividade das enzimas gkeraldeíd0-3- 
fosfato desidrogenase do citosol e da fosfoglícerato quinase produiem então NADH, ATP e o 3-fosfoglicerato, que reentra no 
cloroplasto e è reduzsdo á diidroxi acetona fosfato no estroma, completando um ciclo que transporta de forma efetiva para fora do 
cloTopiasto o ATP e eqgivaientes redutores (NADPH/NADH). 
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Figura 20-33 - fleguláção da rubisco U) A ainação da rubsco por lormação de um derivado carbamato de um resíduo de iéina ewsienie no sino 
afim A reação e taiaitsaíla peia enzana rubrsco ãtntàse br O 5it» ativo da rubvco da bactena Rhotksfsnflum rvtyiurs Nesía hgura d sito que tqa o 
substrato «tá ocupatto pgr um tnbxkK, o 2-carbaKi-0-arabm(tci< l,54»fóifáto (em amarefo), que foi cmukzado junto tom a enama As cadeias 
Lateral dos amroàodos que nteragem com o intudor i<gaoo estão em az ut O resíduo de twa carbamiado esta em vermefso e a esfera verde e tm 
km Mg 7 ' no sino anvo (cj O anâtogo do estado de Tram<3o que ocorre natural mente r 2-£arbQuarab*iiT0i 1 (osfato. e comparado aqui com o 
intermediânó ^etnàõdo íveja fig. 20-23) dá reação da motscg Este análogo ê muito semelhante ao ntxdor mostrado ligado á eiáma em tb'i 



Figura 20-3* - 0 ATP e o NADPH produzidos pelas reações luminosas 
são substratos essenciais para a redução do C0 3 . As fotorreações que 
produzem ATP e ISIADPH são acompanhadas por movimentos de prCrtons 
(vermelho) do «trama para o tilacónde, cnando condições akafinas no 
estroma Os tons Mg 7 ' passam do btacfrde para o esiroma. aumentando 
a concentração defes .nesse local 


adjpiadm para as condições alcalinas e alta concentração de 
A ativação da mbisco pda formaçào decarhamato de li- 
sioa é mais rápida em pH alcalino, e altas concentrações no es* 
iro ma de Mg 24 favorecem a formação do complexo ativo com o 
Mg I+ , A frutose-1 h b-bifosfatase requer Mg 2J e é muito depen- 
dente do pH (Fig. 20-35), A sua atividade aumenta mais de cem 
vezes quando o pH c a concentração de Mg 24 aumentam du- 
rante a iluminação do doroplasto. 

Quatro enzimas essenciais para a operação do ciclo de Cal- 
vin são submetidas a outro tipo de regulação pela tuz. As enzi- 
mas» ri hulose-5- fosfato quinase, trurose - 1,6-bifosfatase, sedo- 
eptuiose-I J-bifrafatase e gikerâkteklo- 3- fosfato desidmgena- 



Figura 20-35 - A ativação da fru tose- 1,6 -bi fosfata se do clorãplas- 

to A frutose-1 ,6-brfosfatase reduzida (FBPase-1 } é ativada pela luz r pela 
cambi nação de pH alto e alta concentração de [Mg 3 *! no estnoma. sendo 
as duas situações produzidas pela iluminação 
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se, são ativadas por redução induzida pela luz de ligações dissul- 
feto entre dois resíduos de cistefaa críticos para as respectivas 
atividades catalíticas. Quando esses resíduos de cistelna são oxi- 
dados como pontes dissulfeto, as enzimas tornam se inativas; 
essa é a situação normal no escuro. Com a iluminação, os elé- 
trons fluem do fotossistema í para a fenredoxina (veja Fig. 19- 
46), a qual passa os elétrons para uma proteína pequena e solú- 
vel que contém grupos dissulfeto chamada tiorreduxina [Fig, 
20-36). A tiorredoxina fornece os seus elétrons para a redução 
das pontes dissulfeto dessas enzimas ativadas pela luz e, □ seguir, 
é reativada em uma reação de troca de dissulfetos catalisada pela 
tiorredoxina redutase. Fora do doroplasto as tiorredoxina par- 
ticipam de uma variedade de outros processo de oxirredução 
(veja Fig. 22-37), Quando anoitece, os resíduos de cistdna sâo 
reoxidados em suas formas dissulfeto, as quatro enzimas são ina- 
tivadas e o ATP não é gasto na assimilação do C0 2 ; entretanto, o 
amido sintetizado e armazenado durante o dia é quebrado para 
fornecer moléculas de glicose para a glicólise. 

Nos vegetais o emprego das trioses 
fosfato para a síntese de sacarose e 
de amido é estreitamente regulado 

Na maioria das células vegetais, as trioses fosfato produzidas pelo 
ciclo de Calvin durante a exposição à luz solar podem ser tem- 
porariamente armazenadas como amido no doroplasto ou con- 
vertidas em sacarose, que é exportada para as partes não fotos- 
sintetizadoras da planta, ou, ainda, ter ambos os destinos. O 
equilíbrio entre esses processos é regulado rigidamente e ambos 
precisam ser coordenados com a velocidade de assimilação do 
carbono. Cinco sextos das trioses fosfato formadas no ciclo de 
Calvin precisam ser recicladas em ribulose-5-fosfato; caso mais 
de um sexto das trioses fosfato for drenado para fora do eido 
para fazer sacarose e amido, o ciclo terá sua velocidade diminuí- 
da, podendo mesmo parar. Por outro lado, a conversão insufici- 
ente das trioses fosfato em amido ou sacarose pode seqüestrar o 
fosfato, deixando o doroplasto deficiente em Pj, que também é 
essencial para a operação do ciclo de Calvin. 

À frutose-l,6-bifosfatase (FBPase - 1) e a enzima que reverte 
sua ação, a fósfufrutoquinase PP r dependente (PP-PFK-i, veja 
pág. 413), controlam o fluxo das trioses fosfato em sacarose e 
são, portanto, pontos críticos de regulação do destino das trio- 
ses fosfato produzidas pela fotossíntese. Ambas as enzimas são 
reguladas pela frutose- 2,6- bi Fosfato, que inibe a FBPase-1 e esti- 
mula a FP-PFK - 1 . Nos vegetais superiores a concentração da fru- 
tose- 2, 6-bi fosfato varia inversamenle á velocidade da fbtossín- 
tese {Fig. 20-37). A losfofrutoquínase-2, responsável pela sínte- 
se da frutose- 2 ,6-bi fosfato^ inibida pela diidroxiacetona fosfato 
qu 3-fosfoglicerato e estimulada pela frutose-6-fosfato e Pj. 
Quando a fotossíntese está ativa, a diidroxiacetona fosfato é pro- 
duzida eoP, consumido, resultando em inibição da PFK-2 e 
níveis diminuídos de Jrutose-2,6-bifosfato. Isso favorece um flu- 
xo maior de trioses fosfato para a formação de frutose- 6-fosfa to 
e a síntese de sacarose. Com esse sistema de regulação, a síntese 
da sacarose ocorre apenas quando o nível de trioses fosfato pro- 
duzidas pelo ciclo de Calvin excede aquele necessário para man- 
ter o eido em operação. 

A síntese da sacarose é regulada também no nível da sacaro- 
se-6-fosfáto síntase, que é ativada por glicose-6- fosfato e inibi- 
da por fV 13 ur ante a fotossíntese ativa, as trioses fosfato são con- 
vertidas em frutose-6- fosfato, que é rapidamente equilibrada com 
a glicose-6- fosfato pela fosfoexose isomerase. Como o equilí- 
brio está deslocado for temente para o lado da glicnse-6- fosfato, 
logo que a frutose-6- fosfato se acumula, o nível de glicose-6 - 


Figura 20-36 - Tiorredoxina A ativação pela luz de vánas enzimas do 
gcId de Calvin é mediada pela tiorredoxina, uma pequena proteína con- 
tendo grupos dissulfeto. Na luz, a tiorredoxina é reduzida por elétrons da 
ferredoxina (Fd> (setas azuis) e, por sua vez, reduz ligações dissulfeto cri- 
ticas nas moléculas da sedoeptulose-l.7-bífosfatase. frutose-1,6-bifosfa- 
tase, da obulose-5-fosfato quinase e da gliceraldeído-3 -fosfato désidno- 
genase, essa modificação ativa essas enzimas. 


doroplasto 



Triose fosfato 


Figura 20-37 - A frutose-2,6-bifosfato como reguladora da sfntese 
da sacarose A concentração do regulador alostèrico frutúse-2,6-brfosfato 
em células vegetais é controlada pelos produtos derivados do carbono fixa- 
do fotossintetKamente e por P,. A diidroxiacetona fosfato e o 3-fosfoglice- 
rato produzidos pela assimiJaçáo do C0 2 imbem a füsfofrutoquinase-2 (PFK- 
2 }, a enzima que smtetiza o regulador; o P estimula essa enzima. A concen- 
tração do regulador é, portanto, inversamente proporcional à velocidade da 
fotossíntese. No escuro, a concentração de frutose^.e-bifosfalo aunwnta 
e estimula a enzima glicolitica dependente de PPj, a fosfofrutoquinase-t 
{PFK-H enquanto inibe a enzima gliconeogémta frutose- 1,6-brfasfatasí! 
(FBPase-1). Quando a fotossíntese está ativa (existe luz), a concentração 
desse regulador cai e favorece a síntese da frutose-S-fosfato e da sacarose. 
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fosfato aumenta e a «Entese da sacarose é estimulada, A sacarose- 
6-fosfato sintase também é regulada por modificação covalente 
(fosforilação) em resposta à sinalização luz-escuro, No escuro a 
enzima L tosfo tilada em uni resíduo de sertna produzindo sua 
forma menos ativa* A proteína fodãtase que remove o fosfato, 
ativando a erL/iou, í, ela mesma, ativada pda luz, o mecanismo 
disso não é» ainda, ciam, 

A emi ma -chave reguladora da síntese de amido é a ADP 
glicose pirofosforilase (Mg. 20-16). a qual é ativada pelo Mo$- 
fogjícerato e inibida por P t . Quando a sintese da sacarose dimi- 
nui, o 3-fosfogJkeralo formado pela fixação dó CO, se acumula 
e ativa essa enzima, o que estimula a síntese do amido. 

A foto r respiração resulta da 
atividade oxigenase da rubisco 

A especificidade da rubisco para o CO, como substrato não é 
absoluta; o C ; compete com o CO z pelo sitio ativo; a rubisco 
catalisa, também, a condensação de G ? com ríbufusc- 1.5-bi- 
fosfalo. para formar uma molécula de 3-fosfoglicerato c uma 
de fosfoglicolaio (Fig- 20-38). um produto metabólica mente 
inútil, Essa é a atividade de oxigenase dessa enzima, evidencia- 
da em seu nome; KtiBP carboxilasc/oxigenase. A fiinçlo meia- 
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Figura 2Ú-3S - A a tlvldade de oxlge nase da rubrseo A rubisc o podé 
incorporar Oj em lugar de COj na ribulose-LS-bifosfeto. 0 intermediá- 
rio ínnávri assim formado se dfode em fosfoglkolato. o qual è reciclado 
como ctecntQ na Figura 20-39. e em 3-fosfogiicerató. que pode reentrar 
no tido de Calvin 


bólica dessa reação não é dara. Ela não resulta em qualquer 
assimilação de carbono e parece representar um prejuízo final 
para a célula na qual ocorre; o fasfoglicolafo não é um meta- 
bolito útil e recuperar os seus carbonos (pela via descrita mais 
adiante} consome energia celular. A condensação de 0 Z com t 
r ib u lose - 1, 5 -bi fosfato ocorre de maneira concorrente com a 
assimilação de CO : , com a ultima predominando por um íitor 
próximo a 3, 

Aparentemente, a evolução da lUbisco dotou- a com ura sí- 
tio ativo que não é capaz de discriminar sul icien temente bem 
entre C0> e O*, talvez porque a maior parte dessa evolução te- 
nha ocorrido antes que o O, foue um componente importante 
da atmosfera da Terra, O valor de K„ par* o GO. é peno de 9|aM 
e para o O- está peito de 350jiM í uma solução que está em equi- 
líbrio com o ar na temperatura ambiente contém perto de 11 pM 
deCQz e 250uM deO ? ). A nossa atmosfera atual contém perto 
de 20% de O* e apenas 0.04% de CO>. proporções que permitem 
que a "assimilação" de 0 : pda rubisco represente um significati- 
vo desperdído de energia. Durante a foiíKsimcsç. o CO*- é con- 
sumido nas reações de assimilação, alterando a relação de CÜ : 
para O. nos espaços ao redor da folha cm favor de C : , Além dis- 
so, a afinidade da rubisco em relação ao CO : diminui com o 
aumento da temperatura, exacerbando a tendência da enzima 
para catalisar a. improdutiva reação de oxigenase. 

A via que recupera os carbonos do fosfoglicolato, chamada 
vía do glicolato (Fig, 20-39), envolve a conversão de duas molé- 
culas de fosfoglicolato em uma molécula de serina (três carbo- 
nos) e uma molécula de C0 2 , A atividade de oxigenase da rubis- 
co combinada com a via dc recuperação consome G 2 e produz 
COj — dai o nome de futorrespi ração, Diferentemente da res- 
piração mitocondrial, esse processo não conserva energia. A fo- 
to rrespiraçâo pode inibira formação da biu massa em até 50%. 
Isso levou a algumas adaptações nu processo pelo qual a assimi- 
lação do carbono ocorre, paríicularmente nas plantas que evo- 
luiram em climas quentes. 

Algumas plantas possuem um mecanismo 
para minimizar a fotor respiração 

À maior parte das plantas tropicais, bem como as plantas de 
cultivo agrícola da zona temperada mas originárias dos trópi- 
cos. como o milho, a cana- de- açúcar e o sorgo, desenvolveram 
um mecanismo para evitar o problema da foiorrespiração des- 
pe rd içado ra de energia. O passo no qual ocorre a assimilação 
do CO: em um produto de três átomos de carbono, 3-fosfo- 
gl ice rato. é precedido por vários passos e, em um deles, ocorre 
a fixação temporária de C0 2 em um composto com quatro 
átomos de carbono- Essas plantas são chamadas de vegetais 
Ci. e *> processo de assimilação de metabolismo C A ou de via 
C,, Os vegetais nos quais o primeiro passo na assimilação do 
carbono é a reaçap do COj com á ribulose- 1 .5-bifosfato para 
formar 3-fosfoglkerato — como já descrevemos — são cha- 
mados de vegetais Cj, 

Os vegetais C*. que tipicamente crescem cm ambientes com 
temperaturas e intensidades luminosas altas, apresentam várias 
características importantes: alias velocidades folossintéticas, al- 
tas velocidades de crescimento, velocidade de foto rrespiraçâo 
baixa, velocidade baixa de perda de água e folhas com uma es- 
trutura incomum, A fotos&íntese nas folhas das plantas Q en- 
volve dois tipos celulares: células mesofllicas e células envoltórios 
do feixe vascular (Fig, 20-40}, Existem très padrões conhecidas de 
metabolismo C 4 . À via mais hem conhecida, descoberta e estuda- 
da na década de 1960 por dois bioquímicos de vegetais. Marshall 
Hatch e Rodger Slack, está descrita adiante (Fig, 2(Mübí, 
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Figura 20-39 - Via do glicolato. A via pela qual □ fosfoglitolato (som- 
breado em vermelho) formado durante a fotorrespiração é conservado 
pela conversão em serina e depois em 3-fosfoglicerato envolve três com- 
partimentos celulares. O gkolato formado por desfosforiiaçáo do fosfo- 
gíicolato nos doroplastos è transam in a do em glicina nos peroxissomos. 
Nas mitocôndrias, duas moléculas de glicina se condensam para formar 
serina e o CG* liberado durante a fotorrespiraçáo (sombreado em verde). 
Éssa reação d catalisada pela glicina descarboxilase, uma enzima presen- 
te em níveis muito altos na mitocündria das plantas Cj (veja texto). A 
serina é convertida em hidroxipiruvato e depois em glicerato nos peroxis- 
somos, então o glicerato reentra nos doroplastos para ser fosforilado, 
reunindo-se ao ciclo de Calvin. O oxigênio ê consumido em três passos 
da fotorrespiraçáo (sombreado em azul). 


► 

Figura 20-40 - A assimilação do carbono nas plantas Q. A via C,i 

envolve as células mesofilicas e as células envoltòrias do feixe vascular, (a) 
Uma microfotog rafia eletrônica mostrando os doroplastos das células me- 
sofiheas e das células envoltòrias do feixe vascular adjacentes. As células 
envoltdnas do feixe contém grénulos de amido. O plasmodesmata que liga 
as duas células é evidente, <b> A via de Hatch-Slack promove a assimilação 
do C0 2 por meio de um intermediário de quatro átomos de carbono. 


«lula 

mesofílica 


Célula 
cnvolrória 
do feixe 
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Na* p] antas de origem tropical, o primeiro Intermediário 
no qual r4 CO : é fixado não é o 3-fosfogÜcerato mas o oxaloacc- 
talo. um composto com quatro álornas de carbono. Essa reação, 
que ocorre no cilosol das células mesofUicas das folhas, é catali- 
sada pda fosfoenolp iruvaf o carboxilise. O oxaloacetaio assim 
formado ou é reduzido a malato com consumo de NADPH 
(como mostrada na Fig. 20-40b) ou convertido em aspariam 
por ifansaminaçio; 

Oulractato * a-imiruádda * l-aspartaio + a-cctoacido 

O malato ou o asparia í o formado nas células mesofilicas que 
contém o CO : fixado é transferido para as células envoltórias do 
feixe vascular próximas por meio de junções especiais { plasmo ■ 
des mata; veja Fig. 2-22) entre as células, Nas células envoltòrtas 
do feixe vascular» a malato é oxidado e descarboxikdo para libe- 
rar piruvato e C0 2 pela ação da enzima málka, reduzindo 
NADP\ Nas plantas que empregam o aspartato como transpor- 
tador de GO a , o aspartato ê primei m trànsaminado para formar 
u oxaJoacetafo, que é reduzido a malato nas células envoUérias 
do frixe vascular e, a seguir» libera 0 CO; pela ação da enzima 
milita. O CO; livre fbnmado nas células envolt árias do feixe vas- 
cular é a mesma molécula de OÜj que foi originalmenie fixada 
no oxaloacetato no interior das células mesofiticas. Nas cdulas 
envollõrias do feixe vascular, o CO; proveniente da docarboxi- 
íaçào do malato é novamente fixado, dessa vez pela rubisco, exa- 
tamente na mesma reação que ocam nos vegetais C v levando à 
incorporação de CO; no C-l do 3-fosfoçticerato. 

O piruvito formado pela dncarboxikçio do malato nas cé- 
lulas envoltórias do feixe vascular é transferido de volta ãs célu- 
las mesofilicas» onde ele é cunveí íidk* em fosfoenolpiruvalo por 
uma reação enzunánca incomum. catalisada pda enzima piru- 
vato fosfato di quina se < Fig. 2í)-40b). 

Essa enzima é chamada uma diqutnase porque duas molé- 
culas diferentes são fosfor dadas simultaneamente por uma molé- 
cula de ATP: o pimvato é fosfnriládo para PEP e o fosfato é fosfa- 
rilado para piro fosfato, O pirofosfato é subsequentemente hidro- 
lísadoem fosfato, dessa forma dois grupos fosfato de alta energia 


do ATP são empregados na regeneração do PEP. O PEP wti ago- 
ra pronto para fixar outra molécula de C0 2 no interior da célula 
mesoBlíca. 

A PEP carboxilase das cdulas mesofthcas tem uma alia afi- 
nidade por HCOi e pode fixar o CO; mais rficietiternente do 
que a rubisco. Difercntemente da rubisco. a PEP carboxtliw não 
usa O, como um substrato ihcmativt^ assim nàn há competi- 
0o entre CO; rOjC ou c nzima. Essa reação serve para fixar e 
concentrar o CO; na forma de mabta A liberação de CO; do 
malato nas células envoltórias do feixe vascular provoca uma 
concentração local sufkienlcmente alta de COj para que a ru- 
bisco funcione próximo <fe sua velocidade máxima, Além disso, 
as células em feixe estão mais afastadas da superfície da folha do 
que as células mesofílicas e. portanto, possuem uma menor con- 
centração de O;. Esses fatores minimizam a atividade de oxíge- 
nase da rubisco nas plantas C 4 . 

Uma vez fixadn o CO, no 3-fbsfoglicerato nas células envol- 
tórias do feixe vascular, todas as outras reações do ciclo de Cal- 
vin ocorrem exatamente como descrito anteriormente, Assim» 
nos vegetais C 4 , as células mcsoíilteas desenvolvem a assimila- 
ção do CO; pela via C 4 » mis, nas células envoliórias do feixe vas- 
cular, a biossinttse do amido e da sacarose ocorre pela via C,. 

A via de assimilação do CO; nos vegetais Gi tem um custo 
energético maior que nos vegetais C t . Para cada nuáécuü de 
COj ftxada na via C* uma molécula de PEP precisa set regene- 
rada ao custo de dois grupos fosfato de alta energia do ATP. 
Assim, os vegetais C* precisam de um total de cinco moléculas 
de ATP para fixar uma molécula de CO : » enquanto os vegetais 
C, gastam apenas très (nove por triose fosfato). À medida que a 
temperatura aumenta íe a afinidade da mbisco por CO; dimi- 
nui. como notado anterior mente), um ponto é alcançado entre 
28 c 3tTC onde o ganho cm eficiência pela eliminação da fotor- 
respi ração nas plantas C* mais Ju que compensa seu custo ener- 
gético. As plantas G* (tipo de capim que invade a grama dos 
jardins, por exemplo) crescem melhor que a maioria das plan- 
tas C, durante o verão, como qualquer jardineiro experiente sabe 
muito bem! 


Resumo 


A gliconrogèitrse é a formação de carboidratos a 
partir de precursores não-carboidratos, dos quais, 
os n > 4 i f importantes sào o pimvato» o Uctato e a 
ala nina Nos vertebrados a gUconeugénese no fíga- 
do e nn rim fornece glicose para ser consumida pelo 
cérebro, músculo e eritrúcitos Gomo Uidas as vias 
bfossiitteiicas, a gliconeogénese morre por uma rota 
enzimàlica que difere da via caiahòlica correspon- 
dente, é regulada de forma independente e necessi- 
ta dó fornecimento de ATP. A via hioutnlétka do 
piruvato para a glicose ocorre em todos os organis- 
mos, Ela emprega sete das enzimas da via giicoliti- 
ca, gs quais funcionam reversível mente. Três pas- 
sos irreversíveis da via glkolítjca são contornados 
pelas reações catalisadas pelas enzimas glkoneogê- 
niçfls; ( ! ) a conversão do pi ru va to cm fosfoenolpi- 
ruv&lu via uxalo acetato; (2) a desfosfurilaçãn da fhi- 
to&f' l.h-biÍDstain pela ffutusr ] .fc-biíosfalase; (3) 
a déffofforikção da glicose-ó- fosfato pela glicose- 
ó-fotfatase. A via de piruvaio até fosfoenolpiruvaio 
depende do precursor glkoneogénico wr o lactato 


ou o próprio ptruvaio. A formação de uma mole 
cuia de glicose a partir do piruvato- requer quatro 
moléculas de ATP e duas de GTP. Trés átomos de 
carbono de cada um dos intermediários do rido 
do ácido citrko c algum ou todo* os carbonos de 
muitos dtvs aminoicidos podem ser iran^ormados 
em glicose. 

A gliconeogénne no ligado é regulada cm th»is 
pontos principais: (1) a cartioxifação dn piruvato 
pela piruvato carboxilase, a qual í estimulada pelei 
efetor alostencn acetU-CoA, e (2) a desfosforilaçio 
da ffutose- 1,6-bi fosfato pela frutose -1,6- bifosfa fa- 
se, que ó inibida por frutose- 2,6 -bifus fato e pór AMP 
e estimulada por citrato. A frutose-2»6-bifosfaui tam- 
bém estimula a enzima glienlítica foifofrutoqttlna- 
se-l e é crucial para o equilíbrio entre glíconengé- 
nese e glieólise. Nos animais, os níveis de frutose - 
2,0-bifbsfata slo regulados pnr hormônios. A 
regulação recíproca da gheoneogênese e da gbcnli- 
se evita cklm» fú teis com consequente perda de ener- 
gia na forma de ATE 
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Diferentemente dos animais, os vegetais podem 
converter em glicose o acetil-CoA derivado da oxida- 
ção dos ácidos graxos. Eles podem fazer isso por uma 
combinação das reações dos ciclos do glioxalato e 
da gliconeogénese, em reações compartimentaliza- 
das entre os gEoxissomos, mitocòndrias e citosol. 

Á síntese do glicogénio também ocorre por uma 
via diferente da sua quebra. Ela requer a conversão 
da glicose- 1 -fosfato em UDP-glicose, um conjuga- 
do de açúcar e nucleotídeo. Os fosfatas de açúcar 
são ativados e marcados para uma dada via sintética 
por meio da união com um nudeosídeo difnsfato 
no carbono anomérico do açúcar. A glicogénio sin- 
tase adiciona unidades de glicose da UDP-glicose à 
ponta não -redutora da cadeia de glicogénio em cres- 
cimento, formando ligações (ctl->4). Uma enzima 
de ramificação, a glicosil-(4->õ)-transferase, é ne- 
cessária para criar os pontos de ramificação íotl-96). 
O início da síntese do glicogénio requer a glicoge- 
nina. A síntese e a quebra do glicogénio sio regula- 
das reciprodamente pela fosforiJação dependente de 
hormônios da glicogénio sintase (□ que a inativa) e 
da glicogénio fosforikse (o que a ativa). 

A síntese da lactose na glândula mamária em lac- 
tação é realizada pelo complexo enzima tico ct-la c- 
talbumina-galactosil transferase {lactose sinta se h 
que emprega a glicose e a UDP-glicose como subs- 
tratos. A ct-lactalbumtna funciona como uma su- 
bunidade modificadora da especificidade enzimáti- 
ca do conjunto e sua síntese é regulada pelos hor- 
mônios que promovem a lactação. 

Nos vegetais, as trioses fosfato podem ser con- 
densadas em hexoses fosfato e poLLmerizadas até 
amido para ser estocadas no interior dos doroplas- 
tos. A amido sintase catalisa a adição de unidades 
de glicose da ADP-glicose ao amido por um meca- 
nismo similar àquele da glicogénio sintase. Alterna- 
tivamente, as trioses fosfato podem passar para o 
citosol e servir como precursores na síntese da .sa- 
carose. A sacarose-6-fosfato sintase, que faz a con- 
densação da frutose-6- fosfato com a UDP-glicose, é 
inibida quando a sacarose se acumula no d toso! . A 
síntese de amido é estimulada pela acumulação da 
sacarose. 

Nas células vegetais a fotossíntese ocorre nos clo- 
roplastos. Nas reações da íolossíntese fixadoras de 
CX} 3 (o ciclo de Calvin), ATP e NADPH são usados 
para reduzir o CQ 2 para formar trioses fosfato. As 
reações necessárias para assimilação do C0 2 ocor- 
rem em trés estágios: a própria reação de assimila- 
ção catalisada pela enzima estmmal Hbulose-1,5- 
bifosfato carboxiiase/oxigenasc (rubisco); a redução 


do 3-fosfbglicerato resultante em gliceraJdeido-3- 
fbsfato, que pode ser empregado ou na síntese de 
hexoses, sacarose e amido ou na glicólise; e a rege- 
neração da ribulose-l 5 5-bifbsfato a partir das trio- 
ses fosfato. 

A rubisco condensa o C0 2 com a ríbulose-1,5- 
bifosfato e, a seguir, hi dm lisa a hexose resultante em 
duas moléculas de 3-fosfoglicerato, As isoenzimas 
estmmais das enzimas glicoiltícas catalisam a redu- 
ção do 3-fosfoglicerato em gliceraldeído-3-fbsfatc; 
cada molécula que á reduzida requer um ATP e um 
NADPH. Finalmente, as enzimas estromais, inclu- 
indo a transcetoiase e a transaidolase, rearranjam 
os esqueletos carbônicos das trioses fosfato, geran- 
do uma série de intermediários com trés, quatro, 
cinco, seis e sete carbonos, liberando, ao final, pen- 
tose fosfato. As pen toses fosfato são convertidas em 
rib ulose- 5-fosfato e esta é fosforilada em ríbulose- 
1,5-bifosfato para completar o ciclo de Calvin. O 
custo energético da assimilação de trés CÜ 2 em trio- 
ses fosfato é igual a nove ATP e seis NADPH. 

Um sistema contratransporte na face interna da 
membrana do clonoplasto troca Pj do citosol por 
3-fbsfoglicerato ou diidroxiacetona fosfato pro- 
duzido pela assim ilação do COj no estroma. A oxi- 
dação da diidroxiacetona fosfato no citosol gera ATP 
e NADH, movendo o ATP e equivalentes redutores 
do cJoroplasto para o citosol. 

A rubisco é regulada por modificação covaknte 
e por um análogo natural do estado de transição. 
Outras enzimas do eido de Calvin são ativadas in- 
diretamente pela luz e são inativas no escuro, dessa 
forma a síntese de hexose não compete com a gücú- 
li.se que, no escuro, é necessária para fornecer ener- 
gia. Nos vegetais a gliconeogênese e a glkriii.se são 
reguladas pela frutose-2,6-bifosfato, o nível da qual 
varia inversamente ã velocidade da fotossíntese: à 
medida que a velocidade dos prncessos fotossintá- 
ticos aumentam, os níveis de ffutas£-2,fi-bifosfalo 
caem e a gliconeogênese é ativada. 

A fotürrespiração desperdiça energia fotossin- 
tétíca nos vegetais C.* pela formação e oxidação do 
fosfoglicolato, um produto da oxigenação da rí- 
bulose-lfS-bi fosfato pela rubisco. Nas plantas C* 
existe uma via para impedir a fotnrrespiração; o C0 2 
ê primeiro fixado nas células mesofílicas em um 
composto de quatro carbonos, que passa para as 
células envoltórias dn feixe e libera Cü 2 em altas 
concentrações. Esse CÜ 2 é fixado nas células envol- 
to rias do feixe vascular pela rubisco e as reações 
remanescentes do ciclo de Calvin ocorrem como nas 
plantas Gj, 
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Problemas 


1. Papel da fosforilaçáo oxldativa na gllcoiteogénese. P. 
possível obter a síntese Kquida de glicose a |>artir do pi- 
ruvato se o ciclo do ácido cítrico e a fusforilaçãn oxidati- 
va estiverem totalmente inibidns? 

2. Via dos átomos na gliconeogénese. Em experimentos 
separados, um extrato de figadn, capaz de realizar todas 
as reaçòes metabólicas normais, é incubado por um cur- 
to período com os seguintes precursores M C marcados: 

/°" 

(a} l l+ C | Bicarbonato, HO — 

(b) i l" U C]Piruvato, CH'— C— u COO 
O 

Indique a via de cada precursor ao longo da glicnneogé- 
ncsc. Indique a localização do U C em todos os interme- 
diários do processo e no produto final, a glicose. 


3, Via do CGi na gliconeogénese. Na primeira etapa dc 
desvio da gliconengénuse, a conversão do piruvato em 
fosfoenclpinivatu, u piruvato t carboxilado pela piruva- 
to carboxilasc em oxaloacetato e h então, subsequentemen- 
te, desca rboxilado pela fosfoenolplruvato carboxiquina- 
se, produzindo o fosfoenolpiruvato. A observação de que 
a adição do CO; ê direta mente seguida pela perda de CO: 
sugere que o L, C do ■'‘CO; nãn seria incorporado no fos- 
foenolpiruvatch, na glicose nu qualquer dos intermediá- 
rios da gljconeogênese. Entretanto, descobriu-se que 
quando as faria s do fígado de rato sintetizam glicose na 
presença do o L4 C aparece lentamente nu fosíòc- 

nolpiruvatn e evenlualmente aparece cm C-3 e C-4 da 
glicose. Como o 14 C marcado entra no fosfoenol piruvato 
e nos carbonos 3 c 4 da glicose? (Dica: durante a glieoneo- 
génese na presença de l4 CO z , vários dos inlermediários 
de quatro carbonos do Ciclo do ácido citrico também se 
tornam marcados.) 


m 


4. Custo energético cie um cif lo de glicólise e gliconeogè- 
ncsc. Qual io custo (em equivalentes de ATP} da trans- 
formação de glicose em piruvaío por mein da via glícoEí- 
lioL e dn retnrmi il glicose por meio da glkoreogènese? 
>- Regulação dn glicólivc e da gliconeogénese. Como tan- 
10 j glicóllie corno a gliconeogénese sáo irreversíveis, não 
ha qualquer barreira para que ambas funcionem simul- 
lanenrncnlc. Qual seria o multado casa elas funcionas- 
sem JÍmultineimrnlc e com a mesma velocidade? Ü que 
impede cw acontecimento nas cd ui as? Quais as dreuns- 
1 Am ias que decidem qual vja estará em operação em um 
dado momenlni’ 

6, Regulado da ífiitosc- 3 .fc-bifosíntáse c da fosftrfhito- 
qtbiraur- 1 , Quais são t« eícilos de concentrações crescen- 
te* de ATP e AMP nas aiividtdes calalilicas da fhitose- 
l.6-bifah*f*fáK e da fotfnfruloquinásc-l? Quais são as 
tomequtacu* dewes dedo» do ATP c AMP iw fluxo re- 
lativo dm meiãbóHtos por meio da gkoneogênesc c da 
gli fóti fff 

7. Sulm ralos ghcõgênko». Lm procedimento comum 
para a determinação da dctrvxUtV- de Lomposioj como 
pcecunom da glicose em mamifero* é colocar o animai 
em « ium até que os estoques de gticofémci do fegada se- 
jam comurmdot e então administrar o substrato em ques- 
tão LHn substrato que prtsmca um aumento Üqt aàn no 
gticogtmo hepélici* é duirudo de gikogénico, pob de 
deve p r i m e ir o ser cnrrveniiki em gliune-6-füsüiu. Mos- 
tre, por de rrjçóe* eniimitkfe conhecida^ quais 
das seguintes sufatineiu do gkugénicax: 


U> *OOC; — CH t — CHj— COO" 
Succiiuio 
íj>H <j íH <j>H 
(til CH.— C— CH. 

H 

GÜcetol 


(cl CH 


X 


S-CoÀ 


Ateu Mo A 


(dl CHjr-C— COO 

Pimralo 

(et CH , — CH ; — CH t — COO 
Bui trato 


8, Ofactalo sattjtiiirttQ durante ewreicto viroso, Ascon- 
cent rações de lactato rtn p(»ma sangiiinço, ames. durante 
e depoU de um* corrida de 400 metros «tãu mostradas 
no gráfico i seguir. 
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(a) O que prnwca * rápida elevação na cnnçeni ração 
do lactato? 

(b) O que provoca o declínio no nível do lactato de- 
pois do término da corrida? Por que o declínio ocorre 
mais Icnlamcnte do que a elevação? 

(c) Por que a concentração do taci ai o nin f igual a 
zero durante o estado de repouso? 

9. Relação entre frutuse- I t 6-hifosíalase e níveis de laeta- 
lo no sangue- Um defeito congénito na enzima hepatm 
fruinse- È ,6-líiJ'osfaiase rewjlu em concentrações de lac- 
tato ™» plasma sanguíneo annrmalmcnle altas. Explique. 

ifi. o éEâriül ingerido aírlii a cunirnl ração dc glicose oo 
sangue O consumo de álcool (euinoll, especial menie 
após períodos de atividade muscular imensa nu após um 
longo período sem ingerir alimente*. resuh* cm banu 
concentração de glicose no sangue, uma tituação cha- 
mada de ypoglkemia. Q primeiro passo do metabolis- 
mo do álcool no fígado é a ou dação dele até jceialdctdn. 
reação caLalisada pela álcool desidrogenasc 

CHjCH^OH + \AD" — * CH,CHO * NÀl>H * H' 

Explique como csU reação míbe a transformação do lac- 
tato em pinivsto í por que is» leva t hipoglKcmu 

II. Efeito da fioriiiita no mctaboLsmo dos carboxáratm 

A flori?™ e um gbcoradco extraído da casca da pfinri c 
bloqueia a reabsorção da glicose pelas crlula* tubuLarcs 
renais, isw h? cnm que a glicose presente no sangue sen 
quase total mente excretada ru urina. Ratos que ingerem 
floririna c sucarato de sódio excretam peno de 03 nv4 
de glicose (sintrtiijda por gbconmgénneí para cada ttiol 
de auccinito mgenda Como «st internato é traufbt 
nudo em glicose? Explique a Htequiomerm. 



OH 
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12. Excesso de captação de oxigénio durante a glkóUto- 
gênese O lactato absorvido pelo ligado é çonvrfihlo cm 
glicose. Esse processo requer a entrada de 6 moles de ATF 
para cada mói de glicose produatda. A cxicnsJo desse 
pnxesso, cm faltas do tigado de rato, pode «ff monitóra- 
da administrando [ N C |lactato e medlrulo-ic 4 quatit ida- 
de de | M C] glicose produzida. Como a Miequiometm 
entre o consumo de O- e a produção de ATP é conhecida 
(Capítulo 19), podemos predizer a consuma extra de Oj, 
acima da velocidade normal, quando uma dada quanti- 
dade de lactato for administrada. Entretanto, a quanti- 
dade de Üj extra, necessária para a síntese da glicose a 
partir do lactato, quando medida, é sempre maior que 
aquela predita petas reações estequiomél ricas conheci- 
das. Sugira a possível explicação para essa observação, 

13. Hm que ponto a síntese da glkogémo é regüLád»? Ex- 
plique como as duas observações seguintes servem para 
identificar o ponto de regnlaçiío da síntese do glkúgénlo 
no músculo esquelético. 

(a) A medida da atividade da glicngéqin siimi.tc no 
músculo em repouso, expressa em miem moles de Upp* 
glicose usados por grama de tecido r par minuto, é me- 
nor que $ atividade da fosfoglicomutise ou da UHF- 
glico.se pirofoslbrilase, cada uma medida em termos de 
micromolcs de substrato transformado por grama por 
minuto. 



fb) A estimulação da síntese du glkogénio leva a um 
pequem; decréscimo nas concentrações <L glicose-6-fos- 
fato e da glicose- 1 -fnsfalo, « um grande decréscimo na 
concentração da U DP- glicose, mjj j um aumento subs- 
tancial na concentração dc LT>P. 

14 Qual é i> custo do armazenamento da glicose na for- 
ma de glkqgênio? Escreva a scqufmij dc etapa* c a rea- 
ção liquida final necwÉTÜ pJf# caJculaf o ciato em nü- 
meii) de moléculas dc ATP da u>n>mio citopksmãtka 
dc glkose ã-forfafo em gjkõgémo e, a wgior. nuvamen- 
te em glico*c-*-fo*fato. Qual fração, dc numero min- 
mo de motécLiUs dc ATP produzidas pelo catabolismo 
cunrpfcto da ghcose-ó-tbitaio 4 CO, e H;Q, ese custo 
representa? 

15. Identificação de tm en z im a defeituosa uo metabo- 
lismo dos carboidratos Uma amostra de tecido hepático 
foi obtida pón-mtsrtrm do corpo dc um paciente que se 
acreditava fosse geneticamente deficiente de uma das 
enzimas do mdabolisinv dos cirfecndratos. Uma amos- 
tra do homogeneizado do fígado linha as tq^inin ca- 
racterísticas: Ui degradava gliçqgênio em g|kose-6-fos- 
fciio; (2| era incapaz dc unicn/ar glieogéoio a partir de 
qualquer açúcar ou de utilizar a galaclow cunm ítmie dc 
cnctgia; (3) smtetlzavj j glicose 6 fratao a partir do Eac 
Lrio. Dai trís enzimas segui ntc&, qual eslava deficiente? 
Apresente as razões paia a sua escolha, 

(a) GlkogínKJ tosforUase 

(b) Frutrae- 1,6-biíOSta.lasc 

(c) UDP-glkose pirafosforilore 

16. Cetose em ovelhas. Depoto do nascimento dc um fi- 
lhote, a mama dc uma ovelha usa quase «0% da glicose 
total sintetizada pelo animal. A glicose é empregada na 
produção do leite, prindpalmciite na síntese da lactose e 
do glí cerni -3-fosfeio usado na formação dos triadlgike- 
róis do leite. Durante o inverno, quando a qualidade do 
alimento c pobre, a produção do leitr decresce e as ove- 
lhas algumas veres desenvolvem ceiose, isto é, elevação 
dos níveis plasma licos de corpos eetõnitoí. For que rasas 
alterações ocorrem? Um Irai a mento- padrão pira essa 
condição é a administração de grande* doses de prupk»- 
tttto (substância que nos ruminantes é facilmente con- 
vwrsáve] em «ucdnil-CoA|, Cwno mo funciona? 

17. Fases da iotaulntcse Quindo uma suspensão dc al- 
g» verdes ê iiunmada m ausência de diòuio dr carbo- 
no e então incubada no escuro com ,1 Q> X . o v4 CO_- í con- 
vertido «n I ’*CIgÍk£Ke. por um curto período. Qu*i é o 
significado dessa observação com respdio ao processo 
de a tsimílaçãn da CCh c como dr «u reiactcrsido com 
as reações luminosas da fatooOmev? Kjt que lm a C on- 
wrsiD de 1í Ct> í depois de um curto mtrrixlo de tempo? 

18. Identificação dos intenoediárioi^iiere na assumia- 

ÇK? do COi- O pesquisador Calvin e ceus edepa uwrim 
a alga veidc umcduiir ChkvtBu para mudar as rações 
de aásunílação do carbono di fok»ú(ite*e Nos seus n 
perimentos o H CO. foi incubado çofn suspensões de at 
gas iluminada* cm diferentes condições Eles seguiram o 
tempo do ouso de aparecimento do '*C em do» com- 
postos X e Y, em dois ccmjuíitua de condições. Baseado 
no seu conhecimento do ciclo de Calvin, sugira a identi- 
dadede XeY 

(a) Culturas iluminadas de células da ChfcrcNd mulii- 
pUcaram-sc em COj não-mareadu; a lui fbi apagada e o 
J4 CO a adicionado (linha vertical pontilhada, no gráfico 
&, a seguir). Nessas condições. X fcl 0 primeiro composto 
da alga a se tornar mareado com □ ^*C, O composto Y 
nlo estava marcado. 

(b.) Culturas iluminadas de células da CMorel/cí mul- 
tipíícaram-se oa presença de “GOj, A iluminação conti- 
nuou até que todo o J *CQ a demparecru ( linha pontilha- 
da no gráfico b, a seguir). Neuos condições, o composto 
X 1 orna-se marcado rapidamente, mas perde a sua radio- 
atividade com o passar do tempo. Pot outra lado. o com- 
posto Y toma -se mais radioativo com o passar da tempo. 
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(9, Via da assimilação dõ CO, no milho. Quando um pé 
de milho é iluminado na presença do gi* l \ X) s , depois 
dc I segundo cerca de 90% de toda a radioatividade in- 
corporada nas folhas é encontrada nos átomos C-4 do 
malato, aspartato e oíuloucetato. Somente após 60 se- 
gundos o J *C aparece no átomo C l do 3-lbsfoglicerato. 
Explique. 

20. Química da enzjma málica: variaçõn de um tema. A 
enzima rnálka, encontrada has células envutiárias do feixe 
vascular das plantas C* realiza uma reação que icm uma 
contrapartida análoga m> cklo do iddo dinciL Qu g] é a 
reação analoga? lUplique. 

21- A raarose e 1 eirie dettul. A infecção de maior pre 
ralénda mundial í 1 cárie dental humana: ch aparece 
pela destruição do exmaltc dos dente* em deaménd* da 
colonização por uma grande variedade de mkmrg^ms- 
mos acidificarirex Hüo otgartismoi smteiizam e vrvrm 
no interior de uma rede dr dextrinas inaokcfd: ott água, 
chamada de placa drntal bactertana Lm placa c com- 
posta por polimeroí de gtane onde predomiitam as li- 
gações (al— »6i ecoen 1 presença de ligaçí» I al->J| nos 
pontos de ramifkaçáa. A poUmenzação da dexXrana re- 
quer a presença da uestose da dxta e a reação c catalisa- 
da por uma enzima baccrriaiu. a dexlrana-sacarose gli- 
cckíI I ransier a»* 

fa) Escreva 1 ração global de pohmeriMção da da 
trona. 

íb| Atém de hirneccr um >ufolralo para a formação 
da placa derual, 4c que manrtra a sacarose também re- 
presenta uma abundante fonte de imergia metabólica para 
os bactérias bucais? 

22. A regulação J-l símree dc carboidratos nos plantas. A 
síntese da sacarose ocorre no citosol c a síntese do amido 
ocorre no estroma dos cloroplastos; não obstante, as rea- 
Ções dessas duas sínteses tido equilibradas de maneira in- 
tricada. 

(a) Quais fatores, deslocam, as reações em favor da sín- 
tese de amido? 

(b) Quais fatores deslocam a* reações em favor da sín- 
tese de sacarose? 

íc) Dado que esuai duas vi« sintéticas ocorrem em 
compartimento* celulares separados, o que habilita esses 
processos a exercerem influência mútua? 
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CAPÍTULO 21 


Biossíntese de Lipídios 


Os lipídios desf mpenham uma grande variedade de funções ce- 
lulares, inclusive algumas q ur apenas recenfemente foram reco- 
nhecidas. EIk sào a forma principal de armazenamento de cner- 
gut m maioria dos organismos, bem como os principais consti- 
tuintes das membranas celulares. Os lipídios especializados 
funcionam como pigmentos ( retina I, earoteno), coíalores en- 
iim áticos ( vitamina K), detergentes [sais biliares), iransporta- 
dores Edolicóis), hormônios (derivados da vitamina D, harmó- 
nios sexuais), mensageiros iinra e extracelukrw (eicosanõides e 
derivados do fosfatidílinositol) e, ainda, funcionam como ân- 
coras para as proteínas de membranas biológicas (ácido* graxo* 
ligados LuvakiUemcntc, grupos prenil e fosíatidilinocilolU As- 
sim. j capacidade dc sintetizar uma grande variedade de lipídios 
t essencial para todos os organismos. Este capítulo descreve as 
vias biossmtétkis dc alguns dos principais lipídk» presentes na 
maioria d» células, ilustrando as estratégias empregadas na mon- 
tagem dessas substâncias que, sendo insolúveis na água. cáo fei- 
tas i partir de precursores mais simples e solúveis em água .como 
o acetato. Como cm outras vias biossintéiicas, essas seqüéncias 
de reações são endergònicas e de caráter redutor. Elas empregam 
o ATP como fonte de energia metabólica e um transportador de 
elétrons reduzido [geralmente o NADHH) como fornecedor de 
equivalentes reduto rev 

Descreveremos ern primeiro lugar a hiossiniese dos ácidos 
graxov os maiores componentes dos inaçilgliceráis e tios fusfu- 
bpídios, A seguir, examinaremos a montagem dos ácidos graxos 
em triadlgJiceróis e nos tipos mais simples de fosfolipidK» de 
membrana. Fínalmmlc» será explicada a síntese do colesterol 
um componente imporiante de algumas membranas e o pre- 
cursor dos produtos esteróides, comi> os ácidos biliares, os hor- 
mônios sexuais e os hormônios do córtex adrenaF 

Biossíntese dos Áridos Graxos 
e dos Ekosanáides 

Quando se descobriu que a oxidação dos ácidos graxos ocorre 
pda remoção oxida t iva e sucessiva de unidades Je dois a 1 urnas 
de carbono [acetil-CoA] (veja Fig 1 7-8). os bioquímicos pensa- 
ram que a biossíntese dos ácidos graxos poderia «emer por uma 
simples reversão de alguns dos passos enzima ticos empregados 
em sua oxidação. Entretanto, a biossíntese dos ácidos graxos e a 
sua oxidação ocorram por vias lotalnicnte diferentes, são catali- 
sadas por conjuntos diferentes de enzimas e ocorrem em com- 
partimentos distintos da célula. Ainda mais, um intermediário 
de três átomos de carbono, o irudonil Co A, participa na bios- 
rfntcse dos ácidos graxos, mas não na sua degradação oxidativa. 



(Aluda remos pnmciro ã via dc síntese dos ácidos graxos, 
depois voltaremos nossa atenção, sucessiva, mente, para a regu- 
lação da via e para as biossinteses dos ácidos graxos de cadeia 
longa, dos acidas graxas in saturados e dos seus derivados eico- 
sartóidet- 

O malonil-CoÁ è sintetizado 
do acetll-CoA e do bicarbonato 

A formação irreversível do tnalonil-CuA a partir do acetll-CoA é 
catalisada pela acetil-CoA carboxilase, À acetil-CoA carhoxibse 
de bactérias contém Erê* subun idades pofcipeptídicas separadas 
f Ftg. 21-1); nas células animais, iodas as ué* atividade, fazem parte 
de um muco poLipepúdco muHifundonal. As células vegétak con- 
tém as duas formas da acetll-CoA carboxilasc. Em todos os casos, 
a acetil-CoA carboxilase contém uma molécula de biottru como 
grupo prosí ético ligado covalentemcnle por mein de uma ligação 
am ida ao grupo c-amino de um resíduo de lisina presenteem uma 
das trés suhunidades da molécula enrim ática. A reação de dois 
passos é muito parecida com as outras rcáçôes de carboxilação 
dependentes de biotiná, como aquelas catalisadas pela piruvato 
carboxilase [veja Fig. 1 6- 1 4] e propioitil-Co A earboxilase (veja Fig. 
17-| n. O grupo carboxila, derivado do bicarbonato (HCOi), é 
primeiro iransióitk» para a b lo tina em uma reação dependente 
de ATH O grupo bfotmil fundkma como um transportador tem- 
porário do CDj, traniferindo-o pari o acetil-CoA no segundo 
passo e liberando o malonil-GuA, 

Os ácidos graxos são sintetizados por 
uma sequência repetitiva de reações 

As longas cadeias carbônicas dos ácido* graxos são montadas 
em uma Feqiiência repetitiva de reações com quatro passos (Fig. 
21-2). O grupo adia saturado produzido durante esse conjunto 
de reações se transforma no substrato dc uma nova condensação 
com o grupo tnalonil ativado. Cada uma das passagens através do 
cklo aumenta a cadeia do grupo acit graxo de dois átomos de 
carbono. Quando o comprimento da cadeia atinge 16 carbonos, 
o produto formado lo palmitaío, 16:0; veja Tabela 11-11 abando- 
na o cklo. Os átomos de carbono constituindo os grupos metila 
e carboxila do grupo aceTÜ tomam-se, respectivsmente, C-16 e 
C- 1 5 do palmitato ( Fig. 2 1-3); os átomos de carbono restantes 
são derivados do acetd-CoA via malonil *CoA, 

Nb seqüênda anabòlica redufiva tanto o co-fator transpor- 
tador de elétrons quanto os grupos atívadores são diferentes 
daqueles que atuam no processo catãbdlico oxidativo. Recorde 
que na p- oxidação, o NAP + e o FAD funcionam como recepto- 
res de elétrons e que o grupo ativador é o grupo tio! ( — SH ) da 
coefiztmj A (veja Fig 17-R}. Fm contraste, o agente redutor na 
seqüéncúi sintética é o NADPH e os grupo* aüvadores sio dois 
grupos — SH diferentes ligados á enzima que serão descritos 
adiante. 


Maio ml -Co A 



TOFçto depeoaente de ATP (wj a F«g_ 16- Mi. e a twiscártx»ulase. que u arsíene o C0 : i'em verde:- Eivado da bouva para o aceTi~ 
CoA, produ/i ndo q maioniKoA O braço longo e ftexíwel da bwima carrega o CQi ativado da reg^o de bo^na carboji law para o 
yto aiivc de tr ansca rberaiase, como mostrado no diagrama. logo iba«o das setas «dtcativas das reações Fm cada caso. a enzima 
atrva está sombreada em aai 


Nd processo sintético, todas as reações são catalisadas por 
um complexo multitrmmáüco, a ácido graxo sintaw, Em hora 
os detalhes da csinuiura enaimátka sejam diferentes em proa*- 
riotos, como i Fjcheriiittd coíi. e em eucariolos, a sequência de 
reações r idênltca em lodosos organismos. Descreveremos pri- 
meiro o processo como de existe na Escherkhia roJi, depois con- 
sideraremos as diferenças na estrutura enzim ática de outros 
organismos* 


0 complexo da ácido graxo sintase 
tem sete sítios ativos diferentes 

O núcleo da áddo graxo sintase da F- (oh consiste de sete poli- 
pcptídeos e ao menos três outras proteínas agem em algum 
estágio do processo 1 Tabda 21-1). Essas proteínas agem em con- 
junto para catalisar a formação de ácidos graxo s a partir de ate- 
til-CoA e malonil-CoÀ, Por meio de lodo o processo, os inter- 
mediários permanecem c ovale nl emente ligados a um dos dois 


Tabtli 214 - Protalnas do complexo da ácido graxo sintasa da £ co/f 


Protalna 


Jasss° 


Proteína transportadora do grupo adia (ACP) 
Acetil-CoA-ACP transacetilase (AT) 
p-Ceíoadl-ACP slntist tKS) 
MaJoml-coA-ACP transferase (MT) 
p-Cetoadl-ACP redutase (KR) 
p-Hidraxiacil-ACP desidratase (HD) 

Enoü^CP redvEis* (ER) 


Transporta grupos adia em ligaçáo tloéittf 

Transfere o grupo adia da CoA para um resíduo de ostelna em KS 

Condensa o grupo adia e malonll (existem pelo menos trás isozirras de KS) 

Transfere o grupo malanit da CoA para a ACP 

Reduz o grupo pceto em grupo p-hidroxi 

Remove H;0 do p-hidroxiacil-ACP cnando uma dupla ligação 

Reduz a dupla ligação, formando q acU*ACF u lurado 
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Figura 21-2 - A seqüênda de quatro passos aumenta de dois áto- 
mos de carbono a cadeia do acil-graxo em crescimento. Cada gru- 
po maloni! e acetil (ou um adia maior) é ativado por um tioéster que se 
une à ácido graxo sintase, um complexo multienzimdtico descrito no tex- 
to, (j) O primeiro passo é a condensação de um grupo acila ativado (um 
grupo acetil ê o primeiro grupo acila) com dois átomos de carbono deri- 
vados do maloni l-Co A. com a eliminarão de C0 2 do grupo maloni!; o 
resultado liquido final é o aumento de dois átomos de carbono na cadeia 
do grupo adia. O produto fJ-ceto dessa condensação è então reduzido 
em três passos subseqüentes muito idênticos às reações da (3-oxidaçào, 
mas na sequência inversa: (?) o grupo p-ceto è reduzido a um átcoül, (J) 
a eliminação de HjO cria uma dupla ligação e 0 a dupla ligação é redu- 
zida para formar o grupo aol-graxo saturado correspondente. 


grupos tióis do complexo. Um ponto de ligação é o grupo — SH 
de um resíduo de cisteína existente em uma das sete proteínas 
(p-cetoaril-ACP smtase, descrita adiante); o outro é o grupo 
— SH da proteína transportadora de grupos acila. com a qual os 
intermediários acila da síntese dos ácidos graxos formam um 
tioéster, 

A proteína transportadora de grupos acila (AGP) da E. coíi 
(Tabela 2J-1) é uma proteína pequena (M r fi.SóO) contendo o 
grupo prostético 4 H -fosfopantotejna (Fig, 21-4; comparável ao 
ácido pantoténico e à p-mercaptilamina da coenzima A, Fig. 10- 
41). O tioéster que liga a AGP a um grupo acila Tem uma alta 
energia livre de hidrólise e a energia liberada quando essa liga- 
ção é rompida ajuda a fazer, Lermodinamicamente favorável, a 
primeira reação (condensação) na síntese dos ácidos graxos. 
Acredita-se que o grupo prostético 4 '-fosfopantoteina da AGP 
sirva como um braço flexível, segurando a cadeia de ácido graxo 
em crescimento na superfície do complexo da ácido graxo sinta - 
se e transportando os intermediários das reações de um sítio 
ativo para o seguinte. 

A ácido graxo sinta&e recebe 
os grupos acetil e maloni! 

Antes que possam começar as reações de condensação que cons- 
troem a cadeia do ácido graxo, os dois grupos tióis do complexo 
enzimático precisam ser carregados com os grupos acila corre- 
tos (topo da Fig. 21-5). Primeiro, o grupo acetil do acetil-CoA é 
transferido para o grupo Cys — SH da p-cetoacil-ACP sintase. 
Essa reação é catalisada pela acetiTGoA-ACP tran&acetilase. A 
segunda reação transfere o grupo malonil do maloníl-CoA para 
o grupo — SH da AGP, da é catalisada pela malonil-CoA-ACP 
transferase, também parte do complexo. No complexo da sinta- 
se carregado, os grupos acetil e malonil estão muito próximos 
um do outro e são ativados para o processo de alongamento da 
cadeia, o qual! consiste dos quatro passos expostos na Figura 21- 
5 e que serão agora explicados com mais detalhes. 

Passo (j) Condensação. O primeiro passo na formação da 
cadeia do ácido graxo é a condensação dos grupos ativados ace- 
tíl e malonil para formar um grupo acetoacetíl-ACP, um grupo 
acetoacetil ligado à AGP pelo grupo — SH da fosfopantoteína; 
simultaneamente, é produzida uma molécula de CO; (Fig. 21- 
5). Nessa reação, catalisada pela Ji-cetoaeíl-ACP sintase, o gru- 
po acetil é transferido do grupo Cys — SH dessa enzima para 0 
grupo malonil no — SH da AGP, tornando-se a unidade de dois 
carbonos mel il terminal do novo grupo acetoacetil, 

O átomo de carbono presente no COn que se forma nessa 
reação é 0 mesmo átomo de carbono que foi originalmente in- 
troduzido no malonil-CoA a partir do HCO.i pela reação da ace- 
til 'CoA carboxilase (Fig. 21-1). Assim, a ligação covalente do 
C0 2 durante a biossíntese dos ácidos graxos é apenas transiente 
sendo removida logo após cada unidade de dois carbonos ser 
inserida na cadeia. 

Por que as células se dão ao trabalho de adicionar C0 2 para 
sintetizar um grupo malonil, transformando um grupo acetil, 
se logo após, durante a formação do acetoacetato, perdem 0 
mesmo CO : ? Lembre-se de que* na fl-oxidação dos ácidos gra- 
xos (veja Fig. 1 7-3), o rompimento da ligação entre dois gru- 
pos acila (a clivagem de urna unidade de acetil da cadeia aci- 
la) é altamente exergònica. Portanto, a simples condensação 
de dois grupos acila (de duas moléculas de acedi- CoA, por exem- 
plo) é endergõnica, O envolvimento de grupos malonil ativa- 
dos, em lugar grupos acetil, tomam a reação de condensação 
termodinamicamente favorável, O carbono metileno (C-2) do 



Figura 21-3 - O processo global da síntese do pal m rtato A cadeia aoi-grano cr#ve pela aciçao de grupo? de does átomo? de carbono doado? 
pelo malonato atrvado e <ocn perda de CG* a fada ado. 0 grupo acetil imcial esta sombreado em amarelo. C-1 e C-2 do maíonato estão sombrea- 
dos em vermelho e o COa íberado estâ sombreado em vende Apos cada adição de ckss carbonos. reaçúes de redução convertem a cadeia em 
(momento em ian íg do graxo saturado com quatro átomos de carbono, depoa com sets. depúè com oito e ansni suceswafnante. O produto ünd 
# o paimiftaÈD (16:0). 



Figura 21-4 - Proteína Transportadora de grupos adia (ACP) O gru- 
po prostetiço é a ã^osíopantoteina, que esta ligada covatentemenie ao 
grupo hnjreraile de um resíduo de sema na AC P A torfapantoleina con- 
tém panToteraio, uma vnamma do grupo B. também encomrada na 
fflOlfenifii da ranzima A 0 seu yupo sijfidnta — 5H é o sido de entrada 
dos grupos matonil durante a síntese dos lodos graxas 


grupo malonil, situado entre us carbonos ca rboníla e tarboxila, 
é um nudeofQico especial mente bom. No passo de condensação 
(passo (D na Hg, 21-5), a descarboxiUçflo do grupo malonil fa- 
cilita o ataque nuclcofllico desse carbono metileno ao tiuéster 
que Liga o grupo acctil ao pncdoad^ACP sintase, deslocando o 
grupo — SH da encima, O acoplamento da condensação a des- 
carho&tlaçáo do grupo malonil toma o processo gl obal alta mente 
exergõnico. Lembre-se de que uma seqUénaa similar de carho- 
xilaçáo-drscarboxdação facilita a formação do fodoenoiptruvt- 
to a partir de plruvato na glkoneogénese (veja Fig. 20-3). 

Lm pregando grupos malonil ativados na síntese de ácidos 
graxos e o acetato ativado em sua degradação, a célula consegue 
fazer ambos os processos favoráveis, embora um seja efetiva- 
mente o inverso do outro. A energia extra necessária para fazer a 
síntese do ácido graxa favorável é fornecida pelo ATP usado para 
sintetizara malonil-CoA a partir do ãcetil-CoA e do bicarbona- 
to (Fig, 214). 

Pelo emprego de grupos ativados malonil na síntese de áci- 
do? graxa? c aceialn ativado na sua degradação, a célula conse- 
gue tomar favoráveis ambos os processo*, não obstante um seja 
efetivameme o reverso do outro. A energia extra netrssiru para 
conduzir a síntese dos ácidos graxos de maneira favorável é for- 
necida pdo ATP empregado na síntese dc maloup-CoA a parur 
de acdil-CoÁ e HCOj { Fig. 21-1 1. 

Passo (2) Redução do grupo carbonila. O acetoacctil-ACP 
formado no passo de condensação {passo Q na Fig, 2 1 -5) sofre, 
a seguir, redução do grupo carbonila cm C-3 para formar 1>-J3- 
hidrOXibutítil-ACP {passo ©)- Essa reação è catalisada peb fL 
cetoactl- ACP redutsse e o doador de elétrons é o NADPH- Note 
que o grupo D-fS-hídfaxibutíril não tem a mesma fornia este- 
reoisumérica que o intermediário L-p bidroxiacU na oxidação 
dos ácidos graxa? {veja Fig. 17-8). 
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(ÍHidfOKlbuiiril-ACP 


Figura 21-5 - A seqüénda des «ventos durante a síntese de um Acido grano O complexa de ácida grãxõ smtase está mostrado esquematica- 
mente. Cada segmento do disco representa uma das seis atividade* enzi míticas do complexo. No centro está a proteína transportadora de ada { AC P), 
com o seu braço de fodfapamatelna terminando em outro grupo “SH A enzrrna mostrada em azui é aquela que agira no próximo passo Como na 
figura íl-3, o grupo acetil miciãt è sombreado de amarelo; C-t eC-2 do malonato estão sombreados em vçrmeihcr; e o caróono liberado como CO; 
está sombreada «m «rde 





Passo ® Desidratação. No primeiro passo* os ele mentos da 
água são removidos de C-2 e C-3 do D-phídroxibutiril-ACP 
para liberar uma dupla ligação no produto, frans-A 3 -butenoil- 
ACP A enzima que catalisa essa desidratação é a [^hidruxiacil- 
ACP desidratas* 

Passo :Ji Reduçáq da dupta ligação. Fina! mente a dupla 
ligação do ínmj-A'-butaniúi’-ACP t reduzido saluradoi para 
formar butiríl ACP pela ação da enotl-ACP redulue* de novo* 
o NADPH * o doador de elétrons. 

Ai rsaçõei da ácido graxo iintase ião 
repetidas para formar o palmitato 

A produção de um adl-graxo-ACP saturado de quatro átomos 
de carbono completa um passo através do complexo da ácido 
graxa sintas*. Q grupo butiril é agora transferido da fosfopan - 
totetna — SH da ACP para o resíduo Cys — SH da p-celoacil- 
ACP sintas*. á qual* inkialmenle, possui o grupo acetil ( hg. 2 1 - 
5), Para iniciar o próximo ckto das quatro reações que aumen- 
tará a cadeia por dois átomos de carbono, oulio grupo malonll 
é ligado no grupo — SH desocupado da fosfopantotdna da ACP 
(Fig. 2 3 -6), A cnndcnsaçào ocorre à medida que o grupo butiril, 
agindo exala mente como agiu o grupo acetS no primeiro eido. 
é unido a dois carbonos do grupo malonil-ACF e com a conco- 
mitante perda d* COj, O produto dessa condensação £ um gru- 
po adia de seb átomos de carbono, ligado covalen temente ao 
grupo — SH da Jbsfopantoteina. O seu grupo |3-ceto é reduzido 
nos très passos suhseqtlentes do ciclo da sintase para liberar a 
acila com cadeia saturada de seis átomos de carbono, exata men- 
te como no primeiro eido de reações. 

Sete ciclos d* condensaçáo * redução produzem o grupo 
palmitoil saturado com 16 carbonos, ainda ligado à ACP. Por 
razoes ainda ttão bem entendidas,, o alongamento da cadeia ge- 
ralmente pára nesse ponto* e é liberado o palmitato livre da 
molécula de ACP pela ação de uma atividade hidrolitEca existen- 
te no complexo da sintase. Timbêm são formadas pequenas 
quantidades d* ácidos graxas mais longos como o esteara lo 
{ ll?rOí. Em certos vegetais I coqueiros e palmeiras, por exemplo), 
a terminação da cadeia ocorre mais cedo: até 90% dos ácidos 
graxos dos óleos dessas plantas possuem cadeias com tompn- 
mentos de 8 e 14 carbonos. 

A reação global para a síntese do palmitato a partir de ace- 
til-CoA pode ser repartida cm duas partes. Primeiro a formação 
de sete moléculas de maloml-CoA: 

7 Acrtü-CoA + 7CO ; + 7 ATP * 1 makraíí-CttA + 7ADP + ?P, 13M) 

e então sete etelo* de condensação e redução: 

Atei i) -Cu A + 7 matunil CüA + 14NADPH + 14H - — * 

pdmililo * 7CO, 4 8CoA + 14NAÜP" + feH.O <21 II 

0 processo global (a soma das Equações 21-1 *21-2) é; 

1 Acetil-CüA 4 7ATP + MNàDPH + 14H~ + 

palmiliüi 4 SCoA 4 &HiO 4 7ADP + 7P. + 14NADP* (Íl-J) 

A biossíntese de ácidos graxos como o palmitato requer as- 
sim acetil -Co A c o fornecimento de energia química em duas 
formas; o grupo de transferência potencial do ATP c a força re- 
dutora do NADPH. O ATP é necessário para ligar o CQ; ao aee- 
til-CoÀ durante a síntese do malonil-CoA; o NADPH é necessá- 
rio para reduzir as duplas ligações. Voltaremos logo a essas fon- 
tes de acetil-CoA e NADPH, mas antes vamos estudar a estrutura 
do notável complexo enzimático que catalisa a síntese dos áci- 
dos graxos. 


SH 



p-ÇrtMCil-ACP 


figura 21-6 - Inicio da segunda rodada do ciclo da síntese dos io- 
dos graxas O grupo butnl «tá no gn*» Cys — SH O grupo maionl 
que «tá entrando e pnrneirc ligado ao gr upc — SH da pantotóna. No 
passo de condensação, todo o grupo buimi ligado a Cys — SH é trocado 
pelo grupo caróoKrla do rwldoo de matoril e «te é percfcdo como CQj 
(verde) Esse passo ê an&ogo ao passo (D na Figura 21-50 produto . um 
grupo fl-íétoaol de seis átomos de carbono, tomém agora quatio carbo- 
nos derivados do malonil-CoA e deu* denvados do acetiKoA que muda- 
ram a reaçáo O grupo fJ-céloacií agora passa pelos passos (2) até 0, 
como na Figura 21-5 


A ácido graxo sintase de alguns organismos 
é constituída de proteínas multifuncionais 

Os sete sítios ativos para b síntese de ácidos graxos (seis enzimas 
e a ACP) estão em sete polipeptídeos separados da ácido graxu 
sintase da E cvti e de alguns vegetais (Fíg. 2 1 - 7), Nesses comple- 
xos, cada enzima é posicionada na seqüência de reações com o 
seu sítio ativo próximo daquele que a precede e do sítio ativo da 
enzima seguinte. O braço flexível de pantoteína da ACP pode 
chegar a todos os sítios ativos, e ele transporta a cadeia do acil- 
graxG em crescimento de um sitio para o prú ximo; os imermediá- 
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Bactérias e vegetais 

Sctc atividades em sete 
polipeptídcos separados 



Leveduras 

Sele atividades em dois 
polipeptídcos separados 


Vertebrados 

Sete atividades em um 
único polipeptideo 
grande 




Figura 21 -7 - Estrutura das sintases dos ácidos graxos. À áetdo 
graxo sintase de bactérias e vegetais 6 um complexo de sete polipeptl- 
deos diferentes. Na levedura, todas as sete atividades localizam-se em 
apenas dois polipeptídeos, enquanto nos vertebrados em um único 
polipeptideo grande. 


rios não sào liberados dó complexo enzimátioo até que seja obti- 
do o produto final Como ms casos que encontramos nos capí- 
tulos anteriores, essa canalização dos intermediários de um sí- 
tio ativo para o próximo aumenta a eficiência do processo global. 

As ácido graxo sintases da levedura e dos vertebrados são 
também complexos multienzimáticos, porém a sua integração é 
ainda mais completa que na E. coli e nos vegetais. Na levedura, 
os sete sítios ativos distintos localizam-se em apenas dois poli- 
peptídeos multifuncionais muito grandes, e nos vertebrados, um 
ónico polipeptideo grande (M r 240.000) contém todas as sete 
atividades enzimáticas, bem como a atividade hidrolítica que 
libera o ácido graxo da porção AGP do complexo enzimático. A 
forma ativa dessa proteína multifuncional é um dímero (M r 
4S0.ÜÜ0) no qual as duas sub unidades idênticas estão dispostas 
"cabeça com cauda' 1 formando dois sítios ativos nas interfaces. 
O alongamento da cadeia acila em crescimento em uma subuni- 
dade é catalisado por sítios situados na outra subunidade. 

A síntese dos ácidos graxos ocorre no 
citosol de muitos organismos, mas 
nos vegetais ela ocorre nos doroplastos 

Nos eucariotos superiores, o complexo da ácido graxo sintase é 
encontrado exclusivamente no citosol (Fig. 21-8), como tam- 
bém ocorre com as enzi mas que fazem a bíossíntese dos núcleo- 
tídeos, dos aminoácidos e da glicose. Essa localização segrega os 
processos sintéticos das reações degradativas, muitas das quais 
ocorrem na matriz mitocondrial. Existe uma segregação corres- 
pondente dos co- fatores transportadores de elétrons para o ana 
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Figura 21-8 - A localização subcelular do metaboli&mú lipidico As células do levedo e dos animais vertebrados diferem 
daquela encontrada no? vegetais superiores, A síntese dos ácidos graxos ocorre no compartimento no qual o NADPH é disponível 
para as reduções de síntese (isto é, onde a razáo l NADPH |/[NADP t ] é alta). Os processos mostrados em vermelho sao descritos 
neste capitulo. 



Figura 21-9 - Produção do NADPH. Duas vias para o NADPH catalisadas por (a) enzima málica e (b) via das pentoses fosfato 


bolismo (geralmente um processo redutivo) e aqueles para o 
catabolismo (geral mente um processo oxidativo), Em geral, o 
NADPH é o transportador de elétrons para as reações anabóli- 
caseo NAI 7 r funciona nas reações catabólicas, Noshepãtócitos, 
a relação |NADPH|/|NADP + ] é muito alta (perto de 75} no d- 
tosol, fornecendo um ambiente fortemente redutor para a sínte- 
se redutiva dos ácidos graxas e outras biomoléeulas. Como a 
relação citosóüca [NADH]/[NAD + ] é muito menor (apenas perto 
de 8 x 10 *), o catabolismo oxidativo da glicose dependente de 
NAD 1 pode ocorrer no mesmo compartimento e ao mesmo tem- 
po em que ocorre a síntese dos ácidos graxos. A relação jNADH 1/ 
INAD'1 dentro da mitocôndria é muito mais alta que no citosol 
devido ao fluxo de elétrons para o NAD + proveniente da oxida- 
ção dos ácidos graxos, aminoácidos» piruvato e acetil-CoA. Essa 
relaçáo [NADH1/1NAD + ] alta favorece a redução do oxigénio 
por meio da cadeia respiratória. 

Nos hepatócitos e nos adipócitos* o NADPH citosólico é 
gerado em grande proporção pela via das pentoses fosfato (veja 
Fig. 15-20) e pela enzima málica (Fig. 2 l-9a). A enzima màlica 
ligada ao NADP na via de fixação do carbono das plantas Gi 
(veja Fig. 20-40) nào está relacionada com as enzimas acima ci- 
tadas. O piruvato produzido na reação mostrada na Figura 21- 
9a entra novamente na mitocôndria, Nos hepatócitos e na glân- 
dula mamária de animais em lactação, o NADPH necessário para 
a biossínlese dos ácidos graxos é fornecido principal mente pe- 
ias reações da vía das pentoses fosfato (Fig. 21-9 b). 

Nas células fotossmtétícas dos vegetais, a síntese dos ácidos 
graxos não ocorre no citosol mas no estroma do cloroplasto (Fig. 
21-8). Isso faz sentido já que o NADPH é produzido no cloro- 
plasto por meio das reações luminosas da fotossíntcse (Fig. 21- 
10). Outra vez, a razão 1 NADPH ]/[NADP L ] elevada fornece o 
ambiente redutor que favorece os processos an abúlicos reduti- 
vos como a síntese de ácidos graxos. 


luz 


Hj0 + NADP + Jl— 

-4 yOj + NAE>PH 4 H 


Figura 21-10 - Produção de NADPH por fotossíntcse. 


O acetato é transportado para fora 
da mitocôndria na forma de citrato 

Nos eucariotos que não realizam a fotossíntese quase todo o ace- 
til-CoÀ empregado na síntese de ácidos graxos é oriundo da 
oxidação do piruvato nas mítocòndrias e do catabolismo dos 
esqueletos carbônicos dos aminoácidos. O acetil-CoA que se 
origina da oxidação dos ácidos graxos não representa uma fonte 
significativa desses grupos para a síntese dos ácidos graxos, por- 
que as duas vias são reguladas de forma reciproca* como descri- 
to mais adiante. 


Como a membrana mitoeondrial interna é impermeável ao 
acetil-CoA, um transportador Indireto transfere os equivalen- 
tes do grupo acetil através da membrana interna (Fig. 21-11), 
O acetil-CoA intramitocondrial reage primeiro com o oxatoa- 
cetato para formar citrato, na reação do ciclo do ácido cítrico 
catalisada pela citrato sintase (veja Fig. 16-7). O citrato então 
passa para o citosol pela membrana mitoeondrial interna atra- 
vés do transportador de citrato. No citosol, a clivagem do ci- 
trato pela citrato liase regenera o acetil-CoA; essa reação é con- 
duzida pelo investimento de energia oriunda do ATP. O oxalo- 
acetato não pode voltar à matriz mitoeondrial diretamente; nào 
existe um transportador para ele. Em vez disso, o oxaloacetato 
é reduzido pela mal ato desidrogenase dtosóüca em mal ato, este 
volta ã matriz mitoeondrial, pela ação do transportador de 
malato-a-cetoglutarato que o troca por citrato e é reoxidado 
em oxaloacetato para completar o transporte. Alternativamen- 
te, o malato produzido no citosol é empregado para gerar 
NADPH citosólico por meio da atividade da enzima málica (Fig. 
21 -9a). 

A biossíntese de ácidos graxos 
é regulada rigorosa mente 

Quando uma célula ou organismo tem em disponibilidade com- 
bustível metabólico mais que suficiente para suprir suas neces- 
sidades energéticas de momento» o excesso é em geral converti- 
do em ácidos graxos e armazenado como lipídios, tais como os 
triacilgliceróis, A reação catalisada pela acetil-CoA carboxila.se 
é o passo limitante da velocidade na biossíntese dos ácidos gra- 
xos e essa enzima é um sítio importante de regulação. Nos ver- 
tebrados, o palmitoil-CoÀj o principal produto da sínfese de 
ácidos graxos, age como um inibidor por retroalimentação da 
enzima, c o citrato é um ativador alostérico (Fig, 21 -12a) au- 
mentando a Vmàx- O citrato desempenha um papel central na 
passagem do metabolismo celular de consumidor de combustí- 
vel metabólico ( oxidação) para o de armazenador de ácidos gra- 
xos. Quando há um aumento nas concentrações mitocondriais 
de acetil -Co A e de ATP, o citrato é transportado para fora da 
mitocôndria e transforma-se tanto no precursor do acetil-CoA 
citosólico como em um sinal alostérico para a ativação da ace- 
til-CoA carboxílase. Ao mesmo tempo, o citrato inibe a ativi- 
dade da fosfofrutoquinase- 1 (Fig. 15-18) reduzindo o fluxo de 
carbonos por meio da glicólise. 

A acetil -Co A carboxilase é também regulada por modifica- 
ção co valente, A fosforilação, acionada pelos hormônios gliica- 
gon e epinefrina» provoca sua in ativação e, dessa forma, desace- 
lera a síntese de ácidos graxos, Na sua forma ativa (desfosforíla- 
da), a acetil-CoA carboxilase se polimeriza em longos filamentos 
(Fig. 2 1 - 1 2b); a fosforilação é acompanhada por dissociação em 
subuuidades monoméricas e perda da atividade. 

A acetil-CoA carboxilase de vegetais e bactérias não é regu- 
lada por citrato ou por urp ciclo de fosforilação- desfos for ilação. 
Á enzima vegetal ê ativada por um aumento do pH estromal e 
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Figura 21-11 - O mecanismo de transporte dos grupos acetfl da mitocõndria para o eitosol A membrana mitoeondrial externa è livremente 
permeãvei a todos esses compostos. O piruvato, quer derivado do catabolismo dos aminoáddos na matriz mi toco nd ria I, quer do glicose porglicõlise no 
citosoL è convertido em acetil-CoA na mesma matriz. Os grupos acetil saem da mitocõndria como dtrato; no eitosol eles são liberados para a sintese 
das ácidos graxos na forma de acetil-CoA. O oxaloacetato à transformado em mal ato que retoma á matriz mitoeondrial onde è reconvertido em 
oxaloacetato. Um destino alternativo para o malato citosólico é sua oxidaçôo pela encima málita. com concomitante produção do NApPH citosólico, o 
piruvato produzido volta à matriz mitocondrial 
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Figura 21-12 - Regulação da síntese dos ácidos 
graxos (a) Nas células dos vertebrados, tanto a regu- 
lação alosténca como a modjficação cova lente depen- 
dente de hormônios influenciam o fluxo de precurso- 
res para formação do malonil-CoA. Nos vegetais, a 
acetil-CoA carboxílase é ateada pelas variações na 
[Mg í+ J e ck> pH que acompanham a iluminação (nâo 
mostradas aqui), (b) Filamentos da acetil-CoA carbo- 
xilase (a forma ativa desfosfoniadaj como vistos ao 
micnoscbpío eletrônico. 



da concentrado de Mg J \ e ambos ocorrem quando a planta é 
iluminada (veja Fig. 20-35). As bactérias não empregam os iria- 
cilgJ ice róis para armazenamento de energia. Q papel mais im- 
portante da síntese de ácidos graxos na & coli è fornecer precur- 
sores para os lipídios das membranas e a regularão desse pro- 
cesso é mui lo complexa, envolvendo determinados nucKcotidem 
de guanina. como ppGpp, que coordenam o crescimento celular 
com a formação das membranas (veja Fíg*. IQ-42 e 28-26). 

Em adição á regulação “momento a momento” da atividade 
enzimática. nui vias também são reguladas cm nfwl de expres- 
são génka. Por exemplo, quando animais ingerem um excesso 
de ácidos graxos poliinsaiurados* e suprimida a expressão do* 
genes que codificam um largo espectro de enzimas lipogémcas 
no figada O mecanismo pekj qual esses genes são regulados ainda 
não está claro. 

Se a síntese de ácidos granis e a p-oxidação ocorressem si- 
multaneamente, o* dois processos constituiriam um eido futü 
desperdiçador de energia- Notamos anteriormente i pág. 477) que 
a P-oxidação é bloqueada por malonil-CoA que inibe a cárm ti- 
na ariStransfcraSC 1. Assim, durante a si n lese de ácidos graxos, a 
produção do primeiro intermediário, o maloml-CoA. fecha a p- 
oxidação no nível do sistema de transporte na membrana rnito- 
condrial interna. Este mecanismo de controle ilustra outra van- 
tagem da segregação em diferentes compartimenteis celulares das 
vias de síntese e de degradação. 

Os ácidos graxos saturados 
de cadeia longa são sintetizados 
a partir do palmitato 

O palmiurn, o principal produto do sistema da ácido graxo *in- 
tase nas células animais, é o precursor de outros ácidos graxo* 
de cadeia longa (Fig, 21-13). Ele pode ser aumentado para for- 
mar tanto o esteurato ( ISiO) quanto ácidos gr axus saturados ain- 
da maiores, por adições posteriores de grupos acetd, por meio 
da ação dos sistemas de alongamento dos ácidos graxa* presen- 
tes no retículo endoplasmãtico liso e na mitocónd ria. O sistema 
de alongamento mais alivo cio retículo endoplasmálko aumen- 
ta a cadeia de 16 carbonos do palmitoil-CoA de dois carbonos, 
formando esUaroil-CoA. Embora diferentes sistemas mzimáli- 
cos estejam envolvidos, e a coenzima A, e não a ACR seja o trans- 
portador de acik direumente envobido na reação, o mecanis- 
mo de alongaçio t idêntico àquele empregado na sinteie do pal- 
mitato: a doação de dois carbonos pelo malonil-AC?, seguida 
por redução, desidratação e redução ao produto saturado com 
18 átomos de carbono, o estearuiI-CoA- 

AJgims ácidos graxo* são dessa turados 

O palmitato e o estear ato servem como precursores dos dois áci- 
dos graxos monoinsaturados mais comuns nos tecidos animais: 
o palmnoleato. J6:l(A*) e o oleato, 18: 1 (A*} (Fig. 21-13). Cada 
um desses ácidos graxos tem uma única dupla ligação df na po- 
sição A* (entre G-9 e C-10). A dupla ligação ê iniroduzida na 
cadeia do ácido graxo por uma reação oxida ti va catalisado pda 
acil-GoÀ graxo déssat urase ( Fig, 21-14). Essa en zima é um exem- 
plo de uma oxidase de função mista (Adendo 21 - 1 ). Dois subs- 
tratos diferentes, o ácido graxo e o N1ADPH, sofrem, simultanea- 
mente. oxidação de dois elétrons. Á via de fluxo dos elétron* 
inclui um citacromo [citocromo b$) e uma fhvopruictnu f cito- 
cromo /?-, redutase}, os quais, como a própria acil-CoA graxo 
dessaturãse,e$táo presentes no retículo endoplasmálico Liso. Nas 
plantas, o oleato é produzido por uma estearoil-ÀCP dessat ura- 
se no estro ma do ckimplasto que emprega ferradoxina reduzida 
como doadora de elétrons. 



Figura 21-13 - Vias de síntese de outros Atidos graxos O palmitato 
é o precursor do estearato e de ácidos graxos saturados com cadáa ain- 
da mais ionga f bem como dos ácidos monüinsatu nados palmitoléicQ e 
oiéico. Os mamíferos náo podem converter oleato em linoleato ou a- 
linDlenato (somhreado em vermelho), portanto eles sáo necessários na 
dieta como ácidos graxos essenciais Nesta figura está esquematizadas 
conversão de linoleato em outro* ácidos graxos poliinsaturados e eteosa- 
nfrdes. Os. ácidos graxos >n saturado* são simbolizados pela inrfjcaçáo do 
numero de carbono* e o numero de posiçáo dâs duplas ligações, como 
na Tabela 1 1-1 


Os bepatoato-s de mamífero* podem introduzir rapidamente 
ligações duplas na posição A* do* ácido* graxos. mas não po- 
dem introduzir as duplas ligações adicionais na cadeia do iodo 
graxo entre C- 10 e a extremidade meti 1 terminal. O linoleato, 18:2 
ÍA*" 11 ) e o a-linolenato, 18:3 (A WB ), náo podem ser sintetiza- 
dos pelos mamíferos, mas as planta* podem sintetizar o* dois. 
As dessatu rases vegetais que introduzem ligações duplas na* 
posições A u e A 1S estão localizadas no retículo endoplasmátko e 
no ckiroplasta Essas enzimas agem nâo em ácidos graxas livres, 
ma* em um fosfohpidio, a fosfalidilcolina* comendo pelo me- 
nos um oleato ligado ao glicerol ( Fig. 21-15). Ambos, vegetais t 
bactérias, precisam sintetizar ácidos graxo* pohinsattirados paia 
assegurar a fluidez de suas membranas em baixas temperatura* 
ambientes. 

Como eles são precursores necessários para a síntese de ou- 
tros produtos, o linoleain e o linulenato sáo ácidos graxos essen- 
ciais para os mamíferos; eles precisam ser obtidos de material 
alimentar vegetal. Uma vez ingerido, o linoleato pode ser con- 
vertido em alguns outros ácido* poliinsaturados, particular- 
mente: Y-lirtulenato, eicosatrienoato e eicosatetraenoato (araqui- 
donato), que podem ser feitos apenas do linoleato (Fig, 21-13), 
O araquidonato, 20:4{A S,S,U,U ), é um precursor essencial de lipí- 
dios reguladores, os eieosanóldes, Q$ ácidos graxos com 20 áto- 
mos de carbono sâo sintetizados do linoleato (e do Linolenatu. 
por meio de reações de alongamento de ácidos graxos análogas 
às descritas acima. 
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Jununal do retlcub endoplssmático hvj. Ufflâ via Similar, mas com diferentes transportadores de elétrons, ocorre nos vegetais. 
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Rgur* 21-15 - Ação das dessalurasK de vegetais Nos vegetais, as 
dessai urases oxidam o olealo ligado a fosl ai idilc olma , produzindo aedos 
graxos ootun saturados Alguns, dos produtos sãõ liberados da fost at idrf* 
coAna por htirófcse 


Os ekosanóides são formados a partir de ácidos 
graxos poliinsaturados com 20 átomos de carbono 

Os ricosanòides são umi família de moléculas biológicas que 
agem como sinalizadores muito potentes e como mensageiros 
de curta distância. atei ando os tecidos prosamos das cdulas que 
o produzem. Em resposta a um estimulo hormonal, ou a ou- 
tros, a fosfoEipaie A> presente na maioria dos tipos celulares de 
mamíferos* ataca os fosfofipídk» de membrana liberando o ara- 
qutdonato, 20:4lA iAllhU ) t de sua ligarão com o carbono do meio 
do glicerol* Um grupo de enzimas presentes no retículo endo- 
pl asm ático liso converte o araquidonato em prostaglandinas, 
cm um processo que se inicia com a formação de FGHi, o pre- 
cursor imediato cie muitas outras prostaglandinas e iromboxa- 
nos [Fig. 21-!6a), As duas reações que levam até PGH> envol- 
vem a a d iça o de oxigênio molecular; ambos são catalisados por 
uma enzima bí funcional* ckloxigenase (COX) também chama- 
da de pruslagl&ndina 11* sinlasc. No primeiro dos dois passos a 
atividade ckloxigenase introduz oxigênio molecular na molé- 
cub convertendo araqmdonalo em prostagÈandma Un (PGG ; ). 
D segundo passo, catalisado pela atividade de penoxidase da en- 
zima bi funcional, converte KtG : em PGH 2 . A aspirina laertilsa- 
Itcü ato: Fig, 2 1 - J 6b] inativa itreveT 5 Ívd.mente essa enzima [im- 
pedindo assim a síntese de prostaglandinas e tromboxanos) por 
acel ilação de um resíduo essencial de sen na. o que bloqueia u 
sitio catalítico* O ibuprofeno, um anlimllamalório não-estctoi- 
de larga mente usado i NSAllh Fig. 2 1 - I6cl é uma droga que tam- 
bém age por inibição da mesma enzima* A descoberta recente da 
existência de duas isnzimas COX levou à esperança de que po- 
dem ser sintetizados novos MSAlDs com maior especificidade e 
sem os efeitos colaterais indesejáveis ( Adendo 21-2)* 

A tromboxano sintase presente nas plaquetas sanguíneas 
Urombócitos) converte PGHj em tromboxano A 2 , do qual ou- 
tros tmrnbuxanos são derivados [Fig. 21 -16a)* Os trombuxanos 
induzem à constrição dos vasos sanguíneos e ã agregação das pla- 
quetas, os primeiros passos na coagulação do sangue. Ac redil a- se 
que a ingestão regular dç pequenas doses de aspirina reduzam a 
probabilidade de ocorrer ataques do coração e acidentes vascula- 
res cerebrais* por redução da produção de (romboxano. 
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Adendo 21-1 


Qxidases de funçào mista, oxigenases e citocromo P-450 


Weste c apii ulü encontramos várias enzima* que rea- 
lizam reações de oxkUçâi»- reduto na» quais o oxi- 
gênio muieíulaf ê um dos participantes A reação 
que Lnlroduü uma dupla ligação em um ácido gra- 
xo ou cm uma cadeia acibgraxo (Fig. 21-141 êuma 
dessas reações. 

A nomencJatura das cit/iiuns que catalisam rea- 
ções desse tipo geral í frequentemente confusa para 
os estudantes, assim como o seu mecanismo de 
ação. O termo oxida se é o nome geral para a* enzi- 
mas que catalisam oxidações nas quais o oxigênio 
molecular é o receptor de elétrons, porem os áto- 
mos de oxigênio não aparecem no produto oxida- 
do (puem, como veremos, existe uma exceção a 
essa “regra'! )- A enzima que cria uma dupla ligação 
no jçil-GoA graxo durante a oxidação dm ácidos 
graxns noa pcroxissoniof (veia Fig. 17-12) i uma 
oxida se desse tipo, como também o é a citocromo 
oxida se du cadeia de transferêndâ de elétrons mi- 
tocondrial (veja Fig. 19-12), No primeiro caso, a 
transferência de dois elétrons para a HjO produz 
penixido de hidrogénio, M .Oj; rio segundo, dois 
délrom reduzem lO ? para HjQ MuiU* oxidases 
mas ndo todas, são flavuproteinas. 
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As oxigenases catalisam a* reações oxida tivas ms 
quais os átomos de oxigénio íde incorporados dirc- 
tamcnlc na molécula do substrato, formam!» um 
novo grupo hidroxila Ou tarbcuála, por exemplo. Aí 
dinxígrna.*es catalisam as reações nas quais Jtnboi 
os átomos de oxigênio do O» são incorporados na 
molécula do substrato orgânico. Um exemplo de 
uma dioxigenase é o trípcofuno 2, 3-dicixijieriLi.se, que 
catalisa a abertura du anel de cinco átomos do trip- 
lo tan» durante o catabolismo des.se annuoacido. 
Quando essa reação ocorre ru presença de ‘O., ot 
átomo» de oxigénio uotópkos são encontrado* no* 
dois grupo* cirboniU do produto I mostrado* em 
vermelho), 

A& munoxigcctasev que são mais abundantes e 
maix complexas cm mt ação, catalisam reações rui 
quais apenas um dos dois álomus dc oxigênio do 
Ü 2 é incorporado no substrato orgânico, o outro 
sendo reduzido a H 2 0, As münuxigenases necessi- 
tam dc dois substratos para funcionar como redu- 
tores dos dois átomos de O*. C substrato principal 
aceita um dos dois átomo* de oxigénio, c um to- 
subsiraio fornece átomo» de hidrogênio para redu- 
zir o outro átomo de oxigénio até K : Ü. A equação 
geral da reação para as monoxigeTiãscs é 

AH - + Q— Q > A— OH + B + HjO 

onde AH í ii substrato primi pai e BH : o co- subs- 
trato. Como a maioria da* mnnojugenases catalisa 
reações nas quais o substrato principal i urna -se 
hidrex iludo, elas também são chamadas dc hídro- 
xilases. Algumas vezes são, também, chamadas de 
Qxidã*cs de função mista ou oxigenase* dç função 
mista, para indicar que oxidam dois substratos di- 
ferente* simultaneamente (note que o emprego de 
“oxiduc" é um desvio do significado geral desse 
termo). 


Os tromboxLinos, como as prosUghndinas, contêm, um anel 
de cinco ou seis átomos, e a via que leva do araquídonato até 
essas duas classes de compostos é, às vezes, chamada de via “cí- 
clica" para distingui -Ea da via “tutear” que leva do araquidortaio 
até os leucotrierUrt que são lineares (Fig- 21-17), A síntese dos 
leucotnenoí começa com a ação de vária* lipoxigenasc* que ca- 
Ulisam a incorporação de oxigé nio molecular no araquido- 
nato Essas enzimas, encontradas nos íeucocitos. coração, cére- 
bro, pulmão e baço. são oxidase* de função mista que empre- 
gam o citocromo P-450 I Adendo 21- 1 ). Os vários leucotrienos 
diferem na posição do peróxido que é introduzido por essas li- 
poxigenases. Essa via linear do araquidonato, diferem cmente das 
vias cíclicas, não é inibida pela aspirina ou pur outras drogas 
a n E iin flamatúrias não-esteróides. 

Também os vegetais fazem derivar dos ácidos gr a xo* subs- 
tâncias sinalizadoras importantes, Como nos animais, um pa*- 
HJ-chdve na iniciação da sinalização envolve a ativação de uma 
fosfcUpase especifica, Nas plantas, o ácido graxo produzido é o 
linolenaio. Uma lipoxigenase catalisa então o primeiro passo em 


um via que converte hiiolenato em jasmonato ( Fig, 21-1 3), Fun- 
ções sinalizadoras do jasmonatci foram identificadas na defesa 
contra insetos, resistência a patógenos fúngicos e na maturação 
do pólen- O jasmotuto também afeta a germinação das semen- 
tes, o crescimento das raizes e o desenvolvimento de frutos e 
sementes. 



lasmonato 


Biossíntese dos Triacilg li ceróis 

A maior parte dos ácidos gtaxos sintetizados ou ingeridos poc 
um organismo tem um de dois destinos: incorporação em tri- 
acilglkéróis para armazenamento de energia metabólica ou in- 
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Dependendo da natureza do cn-subslrai», ndi- 
íem diferentes classes de monoxigenascs, Algumas 
usam tlavina nudeotidcos reduz ido y (FMKHi ou 
FADHj), outras usam NA0H ou NADPH e, ainda, 
outras usam a-cetoglularato como w-sub&lrala A 
fltzimi que hidrauh o and fenit da fcniUIanma para 
formar a tiro sina é uma móftaxig.eruse que tem 
CD mo cu-substratü i tetraidrnbifiptcnnj, (veja Fíg. 
1 8-22). Esta é a enzima defeituosa na doença gené- 
tica humana chamada íeniicrtn nu ru 

As reações de nHMWxigenAçki mais numerosas e 
mais complexas são aqudas que empregam um tipo 
de h eme- proteína chamada cilocromo P-450 Em 
geral, esse tipo de eitocnocno esta procnte no retí- 
culo endopLasmática Uso e não nas müocòndnas. 
Corno a dtocmnio oxidase mitócondriai, o ciloe ru- 
mo P-450 pode reagir com o Gh e com o monóxido 
de carbono, mas pode ser diferenciado da citocro- 
mo nxidase porque o complexo de sua forma redu- 
zida com o monóxido de carbono exibe uma forte 
absorção luminosa em 45ÜnmL dal o nome P-450. 

O dtocmmü P-45Ü catalisa aa reações de hidfu- 
xilaçãn nas quais um substrato orgânico RH é hi- 
droxilado para R — OH incorporando um átomo de 



FLgurã t 


oxigênio do O*; o outro átomo de oxigênio é redu- 
zido até HjO pdos equivalentes redutores forneci- 
dos pdu NADH ou NADPH, mas usualmenie pas- 
sados para o P-450 por uma proteína fcriu-eiutofre. 
A Figura t mostra um esquema simplificado do me 
canismo da ação do ciiocromo P-450, o qual tem 
passos intermediário* ainda não compleLamente 
entendidos 

Na realidade o çilnvíomo P-450 e uma famfha de 
proteínas muito iemdhanm entre st varias cente- 
nas de membros dessa família de prtxdnas \à são 
conhecidas, cada uma com diferente especificidade 
para o substrato, No córtex adrenai um atocromo 
P-450 especifico participa na hidroxilação dos 
esterohies para Liberar os hormônios adrenucortí- 
cais, por exemplo ( Fig. 2 1 -441, 0 cítocfomo P-450 
também é importante na hidroxilação de muitas 
drogas diferentes, como o* hurtutu ratos e outros xe- 
nobióticos (sutauáncks que sào estranhas ao orga- 
nismo), particular mente se etas são hidrofôbkas e 
relativamente insolúvel*. O carcinógcnu ambiental 
benzolalpireno (encontrado na fumaça do cigar- 
ro) sofre, no curso de sua dctoxificação, uma hidro- 
xiiação que é dependente do atocromo P-450. À hi- 
droxilação de compostos estranhos ao organismo 
transformam esses compostos em substâncias mais 
solúveis em água, o que permite sua eliminação na 
urina. Inídizmenlir. a hidroxilação de alguns com- 
postos os convertem em substâncias tóxicas, sub* 
vertendo o sistema de detoxicação. 

As reações descritas neste capítulo, catalisadas por 
oxidase* de função mista, são aquelas envolvidas na 
des&aturaçáu do açil-CoA graxo ( Fíg, 21-34); sínte- 
se de kucolrieno* I hg. 21-17), sinlese de piasmalo- 
génios i Fig. 2 1-2B), cunvrtOo do csqualeno em co* 
lesierol | Fig, 21-55) e síntese de hormônios esieroi- 
àesltifr2\-Mh 


corporação em fosfòlipídios componentes de membranas. A 
repartição entre esses dois destinos alternativos depende das 
necessidades dó organismo. Durante o crescimento corporal 
rápido, a síntese de novas membranas requer a síntese de fetí- 
folipidtos de membrana; os organismos que dispõem de um 
suprimento abundante de alimento, mas não estão em cresci- 
mento, derivam a maior parte dos seus ácidos graxas para a 
síntese das gorduras de reserva. Às vias de armazenamento dos 
lipídios e as várias classes de fosfolipídios de membrana come- 
çam no mesmo ponto: a formação de ésteres acil-graxos do 
glicerd, Discutiremos primeiro a via até os triacüglkeróii e 
sua regulação, 

05 triâcilgliceróis e c>$ gllterofosfolipídios sào 
sintetizados a partir dos mesmos precursores 

Os animais podem sintetizar e armazenar grandes quantida- 
des de triarilglkeróis para o seu emprego posterior como com- 
bustíveis (veja Adendo 17-1). Os humanos podem armanezar 


apenas poucas centenas dc gramas de glicogèmo nas células 
musculares e do fígado, uma quantidade apenas suficiente para 
suprir as necessidades de energia corporal por 12 horas. Em 
contraste, a quantidade total de ErtacilgJictTÓis em um homem 
de ?0kg e compleição média è perto dc 15kg, o suficiente para 
suprir as necessidades basais de energia por 12 semanas (veja 
Tabeta 23-4). Os triacilgliceróis possuem o mais alto conteúdo em 
energia dos nutrientes armazenados — * mais do que -38kJ/g. 
Sempre que os carboidratos são ingeridos além da capacidade 
de armazenamento na forma de glicogèmo» eles são converti- 
dos em tríacilgli ceróis e armazenados no tecido adiposo. As 
plantas também produzem I ria dlgH ceróis como combustível 
rico em energia, que são armazenados, principalmente, nas fru- 
ías e sementes. 

Os triadlgliceróis e os glicerofosfolipidios, como a fosfati- 
diletanolamina, compartilham dois precursores (os acil-CoA 
graxos e o gli cerol* 3 -fosfato) c vários passos cnzimáticos em suas 
respectivas vias de biossiníese no* tecidos animais. O glicerol*3* 
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figura 2M6 - A via - 6dka* do araquidonsio artè prd*t»g landi nas. a tromboxanos aí Deptxs que a iosfolipase Aj i*bera a araqyidonaia. as 
ai iv-dèdeE, de cídmiigeriaie e de peiowdase da COX (lambém t Marti ada de prwta^lAnd»na siniasp H ; ) catalisam a produção de PGH ; , a precursora das 
demais prostaglandmas e Iramboxanos. fb) A aspinna inrbe a primeira reação por acetilação de um resíduo essencial de serina da eníirna (c) 0 
ibuproteno também imbe esse passo, provavelmente por mimetízar a estrutura do substrato ou de um intermediário na reação. 



Figura 21-17 - A via *li «ar* do araquidonato até leocotricnc» 


fosfalú pude ser formado de duas maneiras f Fig, 2 1 - 1 8). Oe pode 
ser gerado da diidroxiacetona fosfato que aparece durante a gli- 
cólise pela ação da gjkerol -3- fosfato desidrogenase dtosólica 
ligada ao KA D; no fígado e no nm de também é formado do 
glicerol pda ação da glicerol quinue Os outros precursores dos 
uiacüglkerdis são 05 adl-CoA gran», formidos dos ácidos gra 
sos pelas acil-CoA sintetases (Ftg. 21-18 k ís mesmas enzimas 
responsáveis pela ativação dos ácidos graxos para a ^-oxidação 
(veja Hg. 17-5). 

O primeiro estágio na biossimese dos triadlgiiceróis éud- 
lação dos dois grupos hidroxLla livres do J -gJkerol- 3 -fosfato por 


duas moléculas de acil-CoA graxo para liberar o diacÜgliccrol- 
3 -fosfato, cumumenie chamado de ácido fosfatidico ou ácido 
fosfadidato ( Fig. 21-18). hm hora o ácido fosfatidico ocorra ape- 
nas em quantidades muito pequenas nas células, de é um inter- 
mediário central na biossintese dos lipídios e pode ser conver- 
tido tanto em tríadlgliecròis, como em glkerofosfblipidios. Na 
via que leva aos triialgLceròiv, u ácido fosfatidico e hidroíisa- 
do pela ácida fbidatidko fasfatase para formar um 1 ^ 2 -diacil- 
glicerol (Fig. 21-19). Oi diacilgliccrbis são então convertidos 
em triacilglicerdis por (ransesterilicação com um terceiro acd- 
CoA graxo. 



fosíaiidico é mostrado aqui com a esiefeoquímjca correta em C-2 da molécula do gtioerol Para economia de espaço nas figuras suhseqúenies íe 
também na Ftg 2 t-15F ambos os grupos acri-graxos dos gticerotosto4pld«os e todos os trés grupos ac da dos tnat ilglicerois são mostrados projet ando- 
se para a dreiia 
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Adendo 21-2 


Figura 1 


Ciclüxigenases isozimas e a pesquisa por uma aspirina melhor: 
o alívio está no sitio ativo 


fcm indo n mundo, rniflwrí de ianda dm de aspiri- 
na (HCUlsalirilatciii são consumidas iodos os anos 
para o alivio dc dores dc cabeça, músculos dolori- 
dos, articulações inflamadas c febre, Como a aspiri- 
na também inibe a ãgrcgiçlo de plaquetas ç a coa- 
gulação do sangue, ela também é empregada em 
doses pequenas para tratar pacientes com risco de 
sofrer i ufano ds> mincardio. As propriedade* medi- 
cinais das substâncias conhecidas como salkdátos, 
inclusive a aspinna. focam descritas pela primeira 
vez pHa ciência ocidental em 1763 quando, na In- 
glaterra, Edmoíki Stonc notou que a casca db sal- 
gueiro Saln eiha era efetiva contra febre* c dores. 
Por volta de IS30 os químicos alemães purificaram 
os componentes ativos cs Ira idos do salgueiro e de 
outro planta rica em salicüatos, o arbusto Spmiea 
ulmtlrití* Nn virada dn sécLiln, fl aspirina (nome for- 
mado por ti de acetil e spirde Spirsâure, palavra ale- 
mã que designa o ácido retirado da SpiroM) já era 
larga mente empregada, A aspirina é uma das subs- 
tâncias MS AID,, sigla formada de parte das palavras 
mgleus "nonjierotdal íinti-mfLamatory drugs 1 * (dro- 
gas ântiiullamatorias nào-esteróides); outras drogas 
desse grupo slo o ibuproteno, o acetáminofeno e o 
naptrmeno ( Figura J ), todos des vendidos livremen- 
te de for ma legaL Infdizmcnfr a aspirina pode ler 
efeitos Colaterais graves como sangram cnl os esto- 
macais, i n Mj ti ciência renal e, em casos entremos, 
morte. Em breve, novas NSÀlDs com os efdtos be- 
néficos da aspirina mas sem seus colaterais indese- 
jáveis estarão â disposição da medicina. 


A aspirina e outras NSAlDs inibem a atividade 
da cidoxtgenase d* proslagl andina H^unlast (um- 
bém chamada COX, dc ddaodgenase) que adicio- 
na oxigénio molecular aoaraquidunato para iniciar 
a síntese das prostaglandinas (veja Fig. 21- Iba), As 
prostaglandinas regulam muitos processos fisio- 
lógicos incluindo: agregação d as plaquetas, contra- 
ção uterina, dor, inflamação e secreção de mucinu 
que protegem a mucosa gástrica contra o ácido t 
as enzimas pmlcoliticas tec retidos no estômago. 
A irritação estomacal que é um efeito secundário 
comum nos tratamentos com a aspirina resulta dr 
sua imetfcténcía com a secreção da mucina gástrica, 
K os mamíferos existem duas isnrimas da piosia- 
g] and ma Hz «niase, COX - 1 c COX-2. Elas têm fun- 
ções diferentes mas seqúéncias de aminoácidos 
muito similares (idênticas em 60% a 65%) c meca- 
nismo de reação também áimilar em ambos Os cen- 
tros catalíticos. A COX- 1 ú responsável pela síntese 
das prostaglandinas que regulam a secreção da mu- 
cina gástrica e a COX -2 pelas prostaglandinás qu* 
(azem i intermediação dos proec&us como infla- 
mação, dor e febre. A aspirina mibe is duas isoeí- 
mas quase igualmente, assim, somente uma dose que 
sela suficiente para reduzir um processo inflamató- 
rio também poderá provocar irritação da mucosa 
do estômago. Numerosas pesquisas são atualmente 
dirigidas para o desenvolvimento de novas NSAJDs 
que sejam inibidores específicos da COX -2 c várias 
delas deverão estar disponíveis. 
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Figura 2 - Estrutura da COX-1 determinada por cristalografia de ralos X. Esta enrima é composta por 
dois mon&meros idênticos (azul e Cinza), cada um deles contendo très domínio*: uma âncora consistindo de 
quatro hélices anfipâiicas, um segundo domínio que de alguma forma se parece a um domínio do fator de 
crescimento epidérmico, o flomlníü catalítico contendo as atividades de cidOKrtgena&e e peroadase bem como 
o canal hndrafóbico no qual o Substrato (araquidonato) se liga Q heme que é pane do SltiO ativo da penoxidase 
estã em vermelho e um resíduo importante ÍV M5 ) no sftio ativo òa cictutigena» esti em cor azul-turquesa. 
Outros resíduos catalíticos impor tontes mduem Arg 1w (azul-escuro), His*** {verde) e Ser' 10 (amarelo) tim 
inibido*. a droga anlunfiamàlútia oAo-esierCnde indadora (Ruorbiproleno. em alaranjado), bloqueia de forma 
evkJe^le o acesso ao siuo de ligação do substrato 


O desenvolvimento óc Iftibidntrv cspectfki» da 
ÜOX-2 teto sido auxiliado peio ambtvtmento de- 
talhado da estrutura tridime nidorul da COX-1 (Fi- 
gura 2). Essa pruteiiLi t um homodimrm. Cada nw- 
nômcTü {Àf. 70.000) tem um dominiu antipático 
(alaranjada] que penetra nua nao atravessa a mem- 
brana da reuculo enddpbátnaticn; i»o ancora a en- 
zima no lado luminal do retículo (uma topologia 
tncomum — em geral as rcgióes hidmfóbicas de 
proteínas mtegrjts de membrana atravessam Ioda a 
bicamadaj. Os dois sítios calallticos estio no domí- 
nio globular (azul! projetando-se no tumen do re- 
tículo endoplasrrt.il kü. 

Ambas, COX-l eCOX-2; lêm estrutura terciária 
e quaternária quase idênticas. mas existem diferen- 
ças sutis no canal hidrofbhiío longo que se estende 
da membrana interior á superfície do Lúmen. O ca- 
nal indui os dois sítios catalltkds e é presumido ser 
o sítio de ligação para o substrato hídrofóbíco, o ara- 
quidonato. É possível localizar o sílio de Ligação para 
as NS AIDs por meio da Cristalização dá COX- 1 na pre- 
sença dc uma dessas substâncias, o fluorbipnofeno. 
Ligada à enzima, essa droga bloqueia o canal hídro- 



tbbÍLfi e impede a entrada do araquidonato. As dife- 
renças sutis entre os canais da COX-L e da CQX-2 
podem permitir projetar uma IN SAI D que se adapte 
perfeitamente qo canal dé uma mas não ao da outra 
e, assim, inibir uma dessas enzimas com eficiência 
muito maior. In vitw, algumas d rugas potenciais 
discriminam entre COX- 1 c COX -2 por um fator 
de 1.000 vezes. O emprego de informações precisas 
sobre a estrutura do sítio ativo de uma enzima i um 
instrumento poderoso no desenvolvimento de dro- 
gas melhores e mais especificas. 
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Triadlgliceróis 


Figura 21-20 - Regulação da tffitne de tiiadlgtiteròis peia ímiA- 

na A insuíina esitrmda a conversão em gordura dos cartradrato* e d» 
protemas da aáimentaçào Nos indivíduas com diabetes mehto nao-tra- 
tado ocorre a falta desse hormOmo e devido a isso, ocorre a drr*fiu<àa 
da síntese dos ãodgs graxos. nessas condições o aceUhCoA provenen- 
te do catabotísmo dos carbodratos e das proíenas ê denvado para a 
produção dos corpos cetôruto* As pessoas com ceias? severa cbeitam 
A acetona e. as vezes, seu estado é confundido com o de embriaguez 
(veja pag 693) 


Nos animais a biossíntese dos triacilg li ceróis 
è regulada por hormônios 

Nu espécie humana a massa da gordura corporal pode permane- 
cer quase constante durante longos períodos, embora possam 
ocorrer algumas variações em espaço de tempo curto, na mes- 
ma medida das fl utuações da ingestão qlórfc* durante esse tem - 
po. Entretanto, se carboidratos, gorduras ou proteínas forem 
consumidos em quantidades que excedam as necessidades ener- 
géticas. o excesso sera armazenado na forma de tnadlgjkeròis. 
A gord urá estocada por esse processo pode ser retirada e consu- 
mida para o fornecimento de energia e capacita o organismo a 
suportar períodos de ieium mais ou mcm» longos, 

À biossíntese e a degradação dos imcilgliceróis são regula- 
das reciproca mente, com a concessão da preferencia para uitu 
das viü dependendo das necessidades metabólicas do momen- 
to considerado e dos recursos disponíveis nas fontes metabóli- 
cas de fornecimento, A velocidade da biossimese de triacilgiice- 
róis t muito alterada pela ação de vários hormônios. Á insulina, 
por exemplo, promove a conversão de carboidratos em triacil- 
glíceróis (Fig. 21-20). Pessoas com diabetes melito severo, devi- 
do à falha da secreção de insulina ou da sua ação, nâo só são 
incapazes de utilizar a glicose adequa d a mente, como também 
falham em sintetizar ácidos graxas a partir de carboidratos ou 
aminoáddos. Mostram velocidades aumentadas da oxidação das 
gorduras, da formação de corpos cetônicos (Capítulo 17) e. por 
isso, elas perdem peso. O metabolismo dos triacilgliceróis tam- 
bém é influenciado pelo glucagon (Capitulo 23 1, pelo hormônio 
de crescimento da hipófise e pelos hormônios adrenocor ticais. 


Biossíntese dos Fosfolipídios 
de Membranas 

No Capítulo l ] introduzimos duas ciasses principais de ftisfdi- 
pfdios de membranas: os gl icem fosfolipídios eos csfingolipldios. 
Notamos que virias espécies dè fosfolipídios diferentes podem 
ser construídas pela combinação dos vários ácidos graxos e gru- 
pos cabeça pobres com os esqueletos do glicerol ou da esfingo- 
sina ‘ veia Figs, 114 c 1 1- 10}. Embora o número de produtos 
finais diferentes da bknsimcsc dos fosfolipídios seja grande, lo- 
dos eis são sintetizadas de acordo com algum poucos padrões 
básicos que serão descritos neste tópico. Em geral, a montagem 
dos fosfolipídios, a partir de precursores simples, requer: < 1 ) sín- 
tese dc uma molécula esqueleto (o glicerol ou a esfmgosina); (2) 
ligação de ácidas graxu* ao esqueleto, por meio de ligações éster 
ou amida; (3| adição de um grupo cabeça hidroftlico, unido ao 
esqueleto por meio dc unia ligação fosfúdiésler; e, tina] mente, 
em alguns casos, (4) alteração ou mudança do grupo cabeça para 
liberar o produto fosfolipidico finai. 

Nas células euearióticas, a síntese de fosfolipídios ocorre 
primariamente na superfície do retículo endoplasm ático liso e 
na membrana interna da mltocòndria. Alguns fosfolipídios re- 
cém -sintetizados permanecem naquela membrana, mas a maio- 
ria é destinada para outras localizações celulares. G processo pelo 
qual os fosfolipídios Insolúveis em água se movem do sítio de 
sua síntese para aquele de sua função final não é total mente com- 
preendido, mas concluiremos discutindo alguns mecanismos 
propostos em anos recentes. 
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Diacilglicerol 
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Glicerafosfolipídio 



Figura 21-21 Q grupo cabeça fosfolipidico á ligado ao diacilglrcenol por 
uma iigaçâo fosfodiéster, formada quando o ácido fosfórico se condensa 
com dais álcoois, eliminando duas moléculas de H^O, 


Existem duas estratégias para 
a ligação dos grupos cabeça 

Os primeiros passos na síntese dos glicerofosfolipídios são com- 
partilhados com p via que leva aos triacílgliceróis (Fig. 21-19): 
dois grupos adJ-graxos são esteri ficados em C-l e C-2 do L-glí- 
cerol- 3 -fosfato para formar o ácido fosfatídico. Frequente mas 
não invariavelmente, o áeído graxo em C-l é saturado e aquele 
em C-2 é insaturado, Uma segunda via para o ácido fosfatídico é 
a fosforilação de um diacilglicerol por urna quínase específica, 
O grupo cabeça polar dos glicerofosfolipídios é ligado por 
meio de uma ligação fosfodiéster, na qual cada uma das hidroxí- 
las alcoólicas (uma no grupo cabeça polar e uma no 0-3 do gli- 
cerol) forma um éster com um ácido fosfórico (Fig. 21-21). No 
processo biofisintético, uma das hidroxilas é ativada primeiro 
pela ligação de um nucleotídeo, a dtidina difosfato (CDP). A 
dtidina monofosfato (CMP) é então deslocada em um ataque 
núcleo fíltco pela outra hidroxila (Fig, 21-22), A CDP é ligada ou 
□o diacilglicerol* formando o ácido fosfatídico ativado, CDP-clia- 
dlglicem! (estratégia l)„ ou ao grupo hidroxila do grupo cabeça 
(estratégia 2). As células eucarióticas empregam as duas estraté- 
gias, mas os procariotos usam apenas a primeira. A importância 
central dos nucleotídeos de citidina na biossintese de lipídios foi 
descoberta por Eugene P. Kennedy, no início da década de 1960, 


Eugene P. Kennedy 



Lst ratégia J 
Diacilglicerol ativado 
com CDP 


Estratégia 2 

Grupo cabeça 
ativado com CDP 
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Figura 21-22 - Duas estratégias gerais de síntese da ligação fosfodiéster dos fosfolípidios. Nos, dote casos, a CDP fornece o grupo fosfato 
da ligação fosfodiêster, 
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A síntese dos fosfolipídios na E. coti 
emprega o CDP-diatilg li cerol 

A primeira estratégia para ligação do grupo cabeça está ilustrada 
pela síntese da fosfatidÜserina» fosfatídiletanolamina e fosfati- 
dügjicerol na E . cdi> O diacilglicerol é ativado pda condensação 
do ácido fcsfatldico com CTP para formar CDP-diadlgLi cerol, 


com a eliminação de piro fosfato (Fig. 21-23), O deslocamento 
da CMP pelo ataque nudeofílico pelo grupo hidroxila da serina 
ou pela hidroxila em C-l do glicerol- 3 -fosfata libera, respectiva- 
mente, fosfatidilserína ou fosfatidilglicerol-3-fosfato. O último 
é processado posteríormente pela divagem do monoéster de fos- 
fato (com liberação de P,J para liberar fosfatidilgliceroí. 


O 


Figura 21-23 - Origem dos 
grgpos cabeça polares dos 
fosfolipidios na £. c o/í Inicl- 
almente, um grupo cabeça (se- 
rina ou glicerol-3-fosfato) é 
ligado por meio de um interme- 
diário de CDP-diacilglicerol (es- 
tratégia 1). Para os fcsfolipfdi- 
os, que não a fosfatidilserína, o 
grupo cabeça é ainda mais mo- 
dificado, como mostrado aqui. 
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A fosfattdilserina e o fosfatidílglicerol podem servir como 
precursores de outros lipídios de membrana nas bactérias (Fíg. 
21 -23), A de scarboxi lação da fração serina na fosfatidilserina pela 
fosfatidilserina descarboxüase libera fosfatidíletanolamina. Na 
F, coli j a condensação de doas moléculas de fosfatidilglicerol» 
com a eliminação de uma molécula de glicerol, libera a cardioli- 
pina, na qual dois diacilgli ceróis estio reunidos por meio de um 
grupo cabeça. 

Q$ eucariotos sintetizam fosfolipidios 
aniônkos a partir do CDP-diacílg li cerol 

Nos eucariotos, fosfatidílglicerol, cardiolipina e fcsfatidilinosi- 
tóis (todos fosfolipidios aniôuicos; veja Fig. 11-fí) são sintetiza- 
dos pela mesma estratégia empregada para a síntese dos fosfnli- 
pídios nas bactérias. O fosfatidílglicerol é feito exatamente como 
nas bactérias. A síntese da cardiolipina nos eucariotos difere le- 
vemente: o fosfatidilglicerol se condensa com o CDP-diacilgli- 
cerol (Fig. 21-24), e não com outra molécula de fosfatidilglice- 
rol como na E. coli (Fig. 21-23). 

O fosfatidilinositol é sintetizado pela condensação de CDP- 
diadlglicerol com inositol (Fig, 21-24). Fosfatidilinositol qui- 
nases específicas convertem então o fosfatidilinositol nos seus 
derivados fosforilados (veja Fig, l M 5). Nos eucariotos, o fosfa- 
tídil inositol e seus produtos fosforilados na membrana plasmá- 
tica desempenham um papel central na Lransdução de sinais, 
como descrito nas Figuras 13-8 c 13-17. 


Nos eucariotos as vias de síntese de 
f osf artídilseri n a. f osf atid i leta nol a m i n a 
e fosfatidikólina estão inter-relacionadas 

Na levedura, como nas bactérias, a fosfatidilserina pode ser pro- 
duzida pela condensação de CDP-diadlglicerol e serina: fosfati- 
diletanolamina pode ser sintetizada da fosfatidilserina na rea- 
ção catalisada pela fosfatidil serina descarboxilase (Fig. 21-25). 
Nas células dos mamíferos, uma via alternativa para a fosfatidil- 
serina é uma reação de troca de grupos cabeça, na qual a serina 
livre desloca a etanolamina. A fosfatidíletanolamina também 
pode ser convertida em fosfatidilcolina (lecitina) pela adição de 
trés grupos metila ao seu grupo a mi no, Todas as três reaçEes de 
met ilação têm a S-adenosilmetionina como doadora do grupo 
metila (veja essas três reações na Fig, 18- 17). 

Nos mamíferos, a fosfatidilserina não é sintetizada a partir 
do CDP-diacilglicerol, mas sim derivada da fosfatidiletanolami- 
na por meio de uma reação de troca de grupos cabeça (Fig. 21- 
25). Nos mamíferos, a síntese de todos os fosfolipidios que con- 
tém nitrogênio ocorre pela estratégia 2 da Figura 21-22: fosfori- 
lação e ativação do grupo cabeça seguidas pela condensação com 
o díacil glicerol. Por exemplo, a colina é reutilizada (recuperada ) 
por meio de um processo de fosfori lação e, a seguir, convertida 
em C DP- colina por condensação com CTP. Um diacilglicerol 
desloca a CMP da C DP- coli na, produzi ndo a fosfatidilcolina (Fig. 
21 - 2b), Uma via de recuperação análoga converte a etanolamina 
obtida na dieta em fosfatidíletanolamina, No fígado a fosfatidil- 





Figura 21-25 - A via d e recuperação que vai da frafatidilserina até 
a forfatklíletanolamina e fosfatldlkollna existente na levedura A 

tosfatldllserlna e d tosf at icJi leta nol ami &ão interconvertidas por uma 
reação reversível de troca de grupos cabeça Nos mamíferos a fostatidil- 
serina é derivada da fosfatidiletanoldmind por reversão dessa reação. 
adnMet representa S-adenosilmetionioa (v@|a Fig. 18-17), adoHcr repre- 
senta 5-adenosilomocisteina. 


Figura 21-26 - A via de sintwe da 1 o&latidikolina a partir da colina 
nos mamíferos A mesma estratégia (estratégia 2 na Figura 21*22) è 
empregada para a recuperação da eíanoiamma na síntese da fosfdtidiie- 
tanolamina. 


colina lambem i produzida peb me* ilação da los btidileta no la- 
mina empregando a S-âdenosilmetionma, como descrito iníc- 
normente; mas em todos os outros tecidos* entretanto» a fosfa- 
tidíkoíma é produzida apenas pda condensação de diacílgiice- 
roi e CDP-ítsüíü As vias para fosfalkJil colina e fnsfatidilet ano» 
Lamina nos vários organismos estio resumidas na Figura 21-27. 

Embora a papd dos lipídios nas funções das membranas 
celulares não seja inteiramente compreendido, podemos obser- 
var os efeitus dramáikoüdc alterações idtt Foram obtidas mos- 
cas das frutas com mutações no gene que codifica a enzima et a 
nolamma quinase (análoga ã colina quinase, Fig. 21 -26); a falta 
dessa enzima elimina uma via de síntese da fosfatidilcolina. isso 
provoca redução no conteúdo de membranas celulares. As mos- 
cas com o genótipo “de choque fácil" ( M «wüy shockecT) carre- 
gam essa mutação e exibem paralisia temporária em seguida á 
estimulação elétrica ou ao choque mecânico. 

A síntese do plasmalogênio requer a formação 
de uma ligação éter com um álcool graxa 

A vb bkmmtétka dos Lipídios com ligação éter na estrutura 
molecular» suíwráncbsque incluem os plasmai ogénias e o fator 
alivador de plaquetas veja Fkg 1 3 - 1 #), envolve o deslocamenlo 


Jc um grupo acÜ-graxocstcrifkado por um álcool de cadeia longa 
para formar a ligação étei I Fig» 21-2B). Seguese a ligação do 
grupo cabeça por meio de mecanismos essencblmcnle iguais 
aqueles que ocorrem na síntese dm fosfolipidim formados por 
ligação éster. Fina] mente, a dupla ligação característica dos pUs- 
malogèmos é introduzida pela ação de uma oxidase de função 
míiU similar àquela responsável pda dessaturação de ácidos 
graxos t Fig. 21-14) 0 local de síntese da maioria dos piasmalo- 
géflios é ci perosissomo, 

A síntese de esfíngalipidios e 
glicorofosfo lipídios compartilha 
precursores e alguns mecanismos 

A hiossíntese dos esfingolipidios ocorre em qualro estágios: ( 1 } 
síntese de uma a mi na com 18 carbonos» a esfinganinn, a partir 
do palmitoil-CoA e da senna; ( 2 ) ligação de um ácido graxo por 
meio de ligação amida para formar N'-acUesfínganimi h (3) des- 
naturação da porção esfinganina para formar N-acilesfingani- 
m\ e (4) ligação de um grupo cabeça para produzir um csíingo- 
lipidio, tal como um terchmsidio ou esfingomielina (Eíg. 21- 
29). Essa via compartilha várias características com as vias de 
síntese dos glkexofosfolipidios. Assim, o NADPH fornece 4 for- 
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ça redutora e o* ácidos graxos entram n» vi» cu forma dos sem 
derivados de CoA ativados. Ka formação dos cercbmskieos, os 
açúcares entram como seus derivados de nudeotkko almdos, 
A ligação dos grupos cabeça durante a síntese de eillngoüpidios 
tem vãnos aspectos originais. À fosfaLidücolina. antes que a CDP- 
coima, é que funciona como doadora de íosfincolina na síntese 
de esfingomíelina (Fig* 21-29). Nós glicolipidjoi* os cerebrosi- 
deos e os gangbõsidcos (veja Fig* I MO), o grupo cabeça é um 
açúcar ligado direiamente a C- 1 hidmxila da cslingosina em li- 
gação glicosidka, c não por meio de uma ligação fosíodiéster; o 
doador de açúcar é um derivado UPP-açúcar (UDP-gJkose ou 
UDP-galactose). 

Lipídios polares são dirigidos para 
membranas celulares especificas 

Depois de serem sintetizadas no retículo endoplasmáticn liso, 
os lipídios polares, incluindo gliccrofosíüJipJdlos* esfmgolípí- 
dios e glicolipídios, são inseridos em diferentes membranas ce- 
lulares e em diferentes proporções por meio de mecanismos que 
ainda não são inteiramente conhecidos, Os lipídios de mem- 
branas são insolúveis na água e, portanto, eles não podem sim- 
plesmente difundir de seus lugares de síntese fo retículo endo- 
ptasmático) para seus pontoa de inserção, Fm vez disso, eles são 
liberados em vesículas de membranas que brotam do complexo 
de Golgi e, então, movem -se para as membranas a que são des- 
tinados e com elas se fundem [veja Figs* 2-9 e 12-20), Protdnas 
citosdlicas também ligam esteróU e fosfobpídios» transportan- 
do-os entre as membranas celulares e entre as faces das bicama- 
das lipídicas, Liases mecanismos contribuem para estabelecer a 
composição lipfdica característica das membranas <k* urgandas 
(veja Fig. 12-2), 


Biossintese do Colesterol, dos Esteróides 
e dos Isoprenòides 

Sem dúvida alguma, n colesterol é o lipídio da nalureza que mais 
publicações recebeu, e isso é devido a forte correlação existente 
na espécie humana entre os altos nivris dk- colesterol no sangue e 
a incidência de doenças ik> sistema cardiovascular. Menos ootí* 
c 3jdo e o papel critico do colesterol na est rvit uta de mu Mas mrm - 
branas e como precursor dos horntònios esteróides e dos ácidos 
biliares. O colesterol é uma molécula imprescindível em muitos 
animais, inclusive no homem. Ele não é necessário na dieta dos 
mamíferos, porque o fígado deles pode sinurtká-fo a partir de 
precursores mais simples* 

Embora a estrutura molecular desse composto de 27 áto- 
mos de carbono sugira uma biossintese de grande complexida 
de T todos esses átomos sao fornecidos por um único precursor 
— o acetato (Fig. 21-30). O estudo dessa via biussinl ética levou 
à compreensão do transporte entre os õrgãos do colesterol e de 
outros lipídios, do processo pelo qual o colesterol penetra nas 
células (endocitose mediada por receptores), dos meios pelos 
quais a produção intracelular de colesterol é influenciada pelo 
colesterol na alimentação e de como a falha na regulação da 
produção do colesterol afeta a nossa saúde. As unidades de iso- 
pretto, que são intermediários -chave na via do acetato até o cu- 
lesteroh sâo precursoras de muitos outros lipídios naturais e os 
mecanismos pelos quais essas unidades de ísopreno» sá o poli- 
merizadas são similares em todas essas vias, 
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Figura 21-2® - A síntese dos lipídios com ligação éter e do» pl«- 
malogênios. A íigaçáo éter recém-formada está sombreada em verme- 
lho, O intermediário l-alquila-2-aalgliceral 3-fosfato é o análogo éter do 
áddo fosfatldico, Os mecanismos para a ligação dos grupos cabeça aos 
eter- lipídios são essencial mente os mesmos empregados aos seus anâlo- 
gos ligados por éster. A dupla ligaçáo característica dos plasma logénuos 
{sombreados em azul) é introduzida em um passo final por uma oaidase 
de função mista similar àquela mostrada na Figura 2Í-14. 
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Figura 21-29 - Biossfntese de esfingolipfdios A condensação de pai- 
mi toil-Co A e serina seguida pela redução com NÂDPH libera a esfingani- 
na, a qual, a seguir, é adiada para formar W-adlesfinganina, um ceraml- 
dio Mos animais, uma dupla ligação (sombreada em vermelho) d então 
criada por uma oxidase de função mista, antes da adição final de um 
grupo cabeça: fosfatidilcolina para formar a esfingomieflna, ou glicose 
para formar cerebrosldeo. 
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Figura 21-30 - A origem dos átomos de carbono do colesterol Esta 
origem pode ser deduzida dos experimentos de marcaçáo com isútopos 
radioativos cios carbonos do grupo metila (preto) e do grupa carboxiJa 
(vermelho) do acetato. Os anéis individuais do sistema de anéis fundidos 
estão designados de A até D 



Iniciaremos com uma descrição dos principais pãSSOft na 
biossiniese do colesterol a partir do dCétata ctUãu discutiremos 
o transporte do colesterol no sangue, sua captação pelas células 
e a regulação da síntese do colesterol em indivíduo* normais e 
naqueles com defeitos na captaçãu e em seu transporte. Vamos 
considerar também outros çnmporicniéi celulares derivados do 
colesterol, como os ácidos biliares c ua hormônios «teréides. 
Final mente, para ilustrar a extraordinária versatilidade das con- 
densações ísoprenôídes nos processos hiossintéticos, descreve- 
remos as vias que levam a alguns dos muitos compostos deriva- 
dos <jas unidades de isopreno e que compartilham os primeiros 
passos da biossmtese do colesterol. 

A b tos síntese do colesterol a partir 
do acetiKoA tem quatro estágios 

A molécula do colesterol, como aquela* dos ácidos gravo* de 
cadeia longa, é construída com moléculas de acetil-í oA. mas o 
esquema operacional de montagem é muito diferente nos dois 
casos. Nos primeiros experimentos a respeito desse assunto, os 
animais foram alimentados com acetato marcado com l4 C, quer 
no carbono meti] a, quer no carbono carboxlla. O padrão de mar- 
cação no colesterol isolado dos dois grupos de animais (Hg, 21 - 
30) forneceu o esquema de operação dm passos enzimátícos que 
ocorrem na biossintese do colesterol. 

O processo ocorre em quatro estágios { Fig. 21*3 1 L Nb eai j- 
giO (T) is ti is unidades de acetato se condensam para formar 
um intermediário com seis carbonos, □ mevalonato, O estágio 
(2) envolve a conversão do mevakmato em unidades dc isopreno 
ativado e o estágio (3) consiste na polimeriração das seis unida- 
des com cinco átomos de carbono do isopreno para formar a 
estrutura linear do csqualeno, com 30 átomos de carbono, Fi- 
na] mente, no estágin ( 4 ), u cidização do esqualeno forma os qua- 
tro anéis do núcleo esteróide e uma ulterior série de mudanças 
(oxidações, remoção ou migração de grupos meti La) levam ao 
produto final, o colcsteroL 

Estágio .D Síntese do mevsionato * partir do acetato 

O primeiro estágio na biôssíntese do colesterol leva ao interme- 
diário mevalonaln (Fig. 21-32). Duas moléculas de acetil-CoA 
condensam -se t formando acetoace(il-G>A»£st£ se condensa com 
uma terceira molécula de acetil-CuA para liberar um composto 
com seis átomos de carbono, o |3-hidruxi-p-metiJglutJiriI-CoA 
(HMG-CoA). Essas duas primeiras reações, catalisadas pela tio- 
lase c pela HMG-CoA sintase, respectivamente, $âo reversíveis e 
stui ocorrência náo implica o comprometimento definitiva da 
célula Com a síntese do colesterol ou outros compostos isopre- 
nòkles. A HMG-f nA sintase dlosólica dessa via e diferente da 
isc/inu que catalisa a síntese do HMG-CoA durante ã rdrma- 
çáo dos corpos cetõnicos ( veja Fig. 17*16). 

HotirtantOr a terceira reação representa esse cnroprometimcnto 
ceo passo decisivo, sem retomo: a redução do HMG-CoA em 
mcvalonatcç paia o qual duas moléculas de NADPH doam cada 
uma delas dois elétrons. A HMG-tbA redutase, uma proteína 
integral de membrana do retículo cndoplasmático liso é, como 
veremos, 0 principal ponto de regulação na via para o colesterol. 

Estágio (2) Conversão do mavalonato em duas unida- 
des de isopreno ativado No estágio seguinte da síntese do 
colesterol, três grupos fosfatas são transferidos de ires molécu- 
las do ATP para o mevaJonaio ( Fig, 2 1 -53). O fosfato ligado ao 
grupo hidroxila no 05 do mevalonato no intermediário 3-fos- 
fo-S-pirofosfom^alonato é um bom grupo abando na do n no 
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Figura át-31 - Um mumn da biossmtna do colesterol Os quatro 
estágos «ião ducutOos no texto. Aí unbades de ooprono no «quáo- 
no sàO denotadas pdas íithas vennehas ^áCí^ádift 


próximo passo esse fosfato e o grupo earboxila próximo saem, 
deixando uma dupla ligação no produto de cinco átomos dc car- 
bono T o AMsopentenll pírofosfato. Lste é o primeiro de dois Eso- 
prenos ativados centrais na formação do colesterol. A isomeri- 
jÉãçáo do A J -isopentenil piro fosfato libera 0 segundo isopreno 
ativado, o dimetUalil pimfosfato ' Fig. 21-33). A síntese do iso- 
pentenil piroíbsíato no citoplasma das células vegetais segue a 
via descrita aqui. Entretanto, em muita* bactérias e nos dero- 
plastos das células vegetais, t empregada uma via independeste 
paia o mevaionato. Essa via alternativa rcán existe nos animais e» 
por isso. representa um abro atrativo para o desenvolvimento de 
novos antibióticos. 

Estágio @ Condensação de seis unidades de isopre- 
no ativadas para formar o esqualeno O isopentenÜ pi- 
rofosfaío e 0 dimettlalt] piro fosfato sofrem agora uma conden- 
sação "cabeça com cauda' 1 na qual um grupo pi rufos falo é des- 
locado e é formada uma cadeia de 10 carbonos, o geranil 
pirofosfalD i Fig. 21-34) (a "cabeça" é 4 extremidade IU qual o 
pirofosfato está ligado L O geranii pírafosfato sofre outra con- 
densação “cabeça com cauda" com o isopemenil pirofosfáto, li- 
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Figgra 21-32 - Formação do mevalonato a partir do acetil-CoA. A 

origem Qe C-1 e C-2 do mevalonato a partir do acetil-CoAestá mostrada 
Em vermelho. 


berando o intermediário de 15 carbonos târnesil pirofosfato. 
Finalmente, duas moléculas de famesil pirofosfato unem-se 
<l cabeça com cabeça”, com a eliminação dos dois grupos piro- 
fosfato, e formam o esqualentí ( Fig, 21-34), Os nomes comuns 
desses compostos derivam das fontes das quais eles foram iso- 
lados pela primeira vez. O geraniol, um componente do óleo de 
rosas, tem o cheiro de gerânios, e o farnesol é uma substância 
aromática encontrada nas flores de uma árvore, a acácia Farnc- 
se, Muitos aromas naturais de origem vegetal são sintetizados a 
partir de unidades de isopreno. O esquaieno, isolado primeiro 
do fígado de tubarões (género Squatus), tem 30 carbonos, 24 na 
cadeia principal e seis na forma de ramificações de grupos 
metila. 

Estágio (.4 ) Conversão do esqualeno no núdeo este- 
rúide com quatro anéis. Quando a molécula de esqualeno é 
representada como na Figura 21-35, a relação de su^ estrutura 
linear para a estrutura cíclica dos esterõides é aparente. Todos os 
esteróis têm quatro anéis fundidos (o núdeo esteróide) e todos 
são álcoois, com um grupo hidroxila em G-3; daí o nome “este- 
rof'. A ação da esquaJeno monoxigenase acrescenta um átomo 
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Figura 21-33 - Conversão do mevalonato em unidades ativadas 
de isopreno Seis destas un ida des combinar-se-ão para fonmar o esqu*- 
leno. Os grupos abandonadüres do 3-fosfQ-5-ptrofosfomevabnato estão 
sombreados cm vermelho. 


de oxigênio do Oi na extremidade da cadeia do esqualeno, for- 
mando um epóxido. Fssa enzima é outra oxida se de função mista 
(Adendo 21- 1)5 0 NÀDPH reduz o outro átomo de oxigênio do 
0 2 até H 2 0, As duplas ligações do produto, esqualeno-2,3-epó- 
xido, são posicionadas de tal forma que uma notável reação con- 
certada pode converter 0 epóxido de esqualeno linear em uma 
estrutura cíclica, Nas células animais, essa dcUzação resulta na 
formação de lanoesterol, que contém os quatro anéis caracte- 
rísticos do núdeo esteróide. Finalmente, o lanoesterol é conver- 
tido em colesterol em uma série de aproximadamente 20 rea- 
ções, que incluem a migração de alguns grupos metila ea remo- 
ção de outros. A elucidação dessa via biossintética extraordinária, 
uma das mais complexas conhecidas, foi eohseguida no final da 
década de 1950 por Konrad Bloch, Feodor lynen, John Corn- 
forth e George Popják. 





O colesterol é o esterol característico das células animais* 
mas os vegetais* fungos e protistas, em vez do colesterol, sinteti- 
zam outros esteróis intimamente relacionados* empregando a 
mesma via sintética até o passo do e$qualeno-2,3-eptmdo. Nes- 
se ponto as vias sintéticas divergem levemente e outros esteróí- 
des são produzidos: esügmasteral em muitos vegetais e ergoste- 
rol nos fungos* por exemplo (Fig. 21-35), 

O colesterol tem muitos destinos 

Nos vertebrados a maior parte da síntese do colesterol ocorre no 
fígado, Uma pequena ffaçao do colesterol sintetizado ali é in- 
corporada nas membranas dos hepatódtos* mas a maior parte 


dele é exportada em uma de três formas: colesterol biliar, ácidos 
biliares e ésteres do colesterol Os ácidos biliares e seus sais são 
derivados do colesterol relativainente hidrofilícos, eles são sin- 
tetizados no fígado e ajudam na digestão dos lipídios (veja Fig. 
1 7- 1 }, Os ésteres do colesterol são formados no figado por meio 
da ação da enzima acil-CoA-colesterol aciltransferase (AC AT). 
Essa enzima catalisa a transferência de um ácido graxo da toen- 
zima A para o grupo hidnoKila dó colesterol {Fig. 21-36)* con- 
vertendo o colesterol em uma substância ainda mais hidrofóbi- 
ca. Os ésteres do colesterol são armazenados no fígado ou trans- 
portados inseridos em partículas lípoprotéicas para outros 
tecidos que empregam colesterol. 
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Figura 2136 -A ilnlete dos estares Úo colesterol A esleuWàtáo 
rorvpne o CotêStero em jma substánaa ainda mas hidMúOiCá pa f a 0 
armazenamento e para o transporte 


Todos os tecidos animais em crescimento necessitam de co- 
lesterol para a síntese de membranas; alguns órgãos (glândula 
ad renal e gôn tuins, por exemplo) usam o colesterol como um 
precursor para a produção dos hormônios esteróides (discuti 
dos adiante], O colesterol é também um precursor da vitamina 
D (veja Fig, 11-IHü). 


O colesterol e outros lipídios são transportados 
pelas lipoproteínas do plasma 

O colesterol e os ésteres do colesterol como os tríadlglicerócs c 
fostolipídius, são essencial mente insolúveis em água. Esses lipí- 
dios precisam, entretanto, ser tranipomdos do tecido de ori- 
gem para os tecidos nns quais ek*s serão arnwenadus ou consu- 
midos. Eles são transportados de um para outro tecido pelo plas- 
ma sanguíneo na forma dkr lipoproteinas plasmaticas, que são 
complexos moleculares de pnrieina* transportadoras especifi- 
cas chamadas de apoíípoproicin** com combinações variadas 
de tbstbUpidios, colesterol, ésteres do colesterol e tnacilgficoóts. 

As apolipoprotarus ('‘apo" designa a proteína na sua forma 
livre de lipídios) se unem aos lipídios para formar \ irias Jasscs de 
particuLas lipopmteícas, mas são complcu» esfériens com os R- 
pidkrs hulrofòbicos no centro e as cadeias laterais hidroíilicas dot 
iminaáriíkB das proteínas na supeilícw (Fig- 21 -37a)- iHerenles 
aimbÍEtaçõesdeltpkliuse proteínas produzem partictíüscomdm' 
ridades diferentes, variando desde qmlom»cmns ale Hpoproteuus 
de densidade muito alta <HI>U» Essas lipopícrieinas podem ser 
separadas entre st por ullraccnlrtfugiiçàu (Tabela 21-2) e visiuli- 
zadas com o emprego da microscopia elelròmca í Fig, 2! -37h). 

t lada classe de lipoproldna tem unia função especifica, deter- 
minada por seu lugar de síntese, composição lipidica e conteúdo 
de apolipoproteina. Pelo menos nove apolipoproteinas diferentes 
são encontradas entre ps lipoproteínas do plasma humano (Tabe- 
la 21-3); elas podem ser distinguidas por seu tamanho, suas rea- 
ções com anticorpos específicos c ma distribuição característica 
nas classes de lipoprotemas, Essas partes proteicas agem como si- 
nalizadoras. tanto dirigindo as lipoproteínas para tecidos especí- 
ficos, como ativando enzima* que agem sobre elas. 



TH»cíl|lic«ÔÍ* cdesicrul LDL (xISO.íWX» 


(a) (b) 

Figura 21-37 - li) Estrutura de uma lipoproteína de baixa densidade (LDL) A apolipoproteina B-tQÜ (apoB-100) ê uma das maiores cadeias polipec- 
tfdscas singulares conhecidas, ela possui 4.636 resíduos de ammoAcidos (M, 613,000) (to) Quatro classes de lipoproteínas visualizadas ao microscópio 
etetrõmco depois d® sofrerem coloração negativa De qirna para ba»xO quikjmícrons í&Q-IOÜnm de diâmetro); VLDL (28-7ünm) H UDL (20-26nm]. e HDL 
(Br ((nn) Para ai. propriedades. das kpoproteínas vg(a a Tabela 21-2 
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Tabela 21-2 - ClMMt principais dg lipqprotemas hu manas: algumas propriedades 


bpoqrotetna 

Densidade fg/mQ 


Campos ição (% em p«o) 


Proteína 

FotfoUptdios i 

lotesterol livre 

Ésteres do colesterol 

Trúqíghceròts 

Qutompírons 

< 1,006 

2 

9 

í 

3 

m 

vux 

Ü.95-T.D06 

10 

18 

7 

12 

60 

LEU 

T. 006- T ,06 3 

23 

20 

fl 

37 

10 

HDL 

1.063-1.210 

66 

24 

2 

15 

4 


P jni f Mod ficado de enkhevsky l> ;390fcíA(íwrcArieTOB5andmHfJt»Ofl AMf. frif 2. 290-297 


Tabela 21-3 - Apolipoproteinas das lipoprotefnas plasmátkas hu- 


manas 


Apollpo- 

proteina 

Peso 

molecular 

Associação 

lipóprotékj! 

Função (se conhecida) 

ApoA-i 

23 331 

HDL 

ALva LCAT, mleraqe com 
O trdiT^XytaÓG' ASC 

Al»A4 

17 380 

mt. 


AcoA-rv 

44 000 

Qj»'omic'om. 

HDL 

Apoe48 

240000 

Ouiamkmm 


Apoft-100 

513000 

VLDL, LDL 

üga-se ao recepi o* de LDL 

ApoC-t 

7 000 

Vl0L r HDL 


ApoC-FI 

B.837 

Quilomícrons, 
VLDL, HDL 

Ativa a hpase lipoprotéica 

ApoC-lll 

8.7 SI 

Ouilomícrons, 
VLDL, HDL 

Inibe- à lipâse lipoprotéica 

ApoD 

32 500 

HDL 


ApoE 

34 145 

Outoníaorft. 

VLDL HDL 

Imóa a retirada dos 
^manesceni« dos 
qutemoons e VLDL 


Fón» Mcõccaeta oe Vam DE & Ume Jt léd&J ti 985: Bkxfiçrntitry of Lprís 
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Os quilomicrom ià foram d item idos em conexão com o 
movimento dos tríidlgliceráis da dieta desde o intestino até os 
outros tecidos. Eles silo as maiores lipoprotdnas e inmhém as 
menos densas, contendo uma alta proporção de triacilgliceròis 
(veja Fig. 17-2). Os quilomicrons são sintetizados no retículo 
endciplasmático das células e pi te li a is que recobrem a superfície 
interna do intestino delgado e, então, *ào transportado* através 
do Hvivma linfático e entram na corrente sanguínea através da 
vtij subclávia. As apolipopnoteinas dk» quilomicrons incluem a 
apnB-48 !. exclusiva dessa classe de lipoproteinas), a apoE e a 
apoCMI (Tabela 21-3}. A apoC-ll alrva a tipase Lipoprotéica nos 
capilares dos tecidos adiposo, cardíaco, mu&cuJoesqudétiCO e 
gjlndula mamária em lactação, permitindo a liberação de áci- 
dos grasos livres para esses tecidos. Dessa forma* os quilumi- 
cmns transportam as ácidos graxos obtidos na dieta para os te- 
cidos em que serão consumidos ou armazenados como com- 
bustíveis (Fíg. 21-38). Os remanescentes dos quilomicrons, 
privados da maior parte dos seus triacílgíkcróis. mas aindã con- 
tender colesterol, apoE e apoB-4S, movem - se através dl mr rente 
sangüinea até o fígado. Existem, no fígado, receptores que se li- 
gam â apoE nos remanescentes dos quilomícrtms e promovem 
sua absorção por endocitose. No fígado, des liberam o coleste- 
rol c são degradados nos lisossomos, 

Quando a dieta contém mais ácidos graxns que a quamida- 
de imediatamentç necessária como combustível, estes são con- 
vertidos em triacilglíccróis no fígado e unidos cnm apolipoprote- 
üms específicas para formar lipoprotdníis de muito baixa densi- 
dade, as VLDL (“very-/ow-fferisity íipoprotein). Os carboidratos 
que chegam em excesso pela dieta também podem ser converti- 
dos em EríadLglkeFÓis no fígado e exportado* como VLDL í Fíg. 
21 -38a). Em adição aos triacilgliceròis, as VLDL contém algum 
colesterol e ésteres do colesterol, bem como apoB- 100, apoC-1. 
apoC-ll, apoC-IIl c apoE (Tabela 2 1-3), Essas lipoproteinas são 


transportadas do Fígado para os músculos c para a tecido adi- 
poso, onde a ativação da lipase lipoprotéica pela apoC-[I provo- 
ca a liberação de ácidos graxas livres dm triacilgliceròis das VLDL 
Os adipúciios captam esses ácidos graxov ressintefizam os iria- 
cilglkeròis a partir deles t armazenam os produtos em gciticulas 
lipidkas intracelulares: já os miócitos empregam esses acido* 
graxm na p roduçáo dc energia por oxidação. A maior palie dos 
remanescentes de VLPL e retirada da circulação pelos hepatoo- 
tos. ( rd mo para os quilomicrons. essa captação depende da me- 
diação de receptores c da presença de apoE nos remanescentes 
de VLDL (Adendo 2] -3), 

A perda dos triacilgliceròis converte algumas VLDL cm re- 
manescentes de VLDL (também chamadas de lipopmteinas de 
densidade intermediária, IDL — “intermcdiale density /ipopro- 
teins") e com a saída de mais triacilgliceròis em lipoprmeinas 
de densidade baixa, LDL fíow^densily fipopmtein") ( Tabela 2 1 - 
2). Muito ricas em colesterol e em ésteres do colesterol e conten- 
do jpoH- 100 como sua principal apolipnprottma, as LDL trans- 
portam o colesterol para os tecidos pcníériços i outros tecidos 
que nici o fígado l, que possuem receplores de superfície «peci- 
ficosque reconhecem a apoB-J00. Esses receptores intermedeiam 
a ca pi ação do colesterol e dos ésteres de colesterol em um pro- 
cesso descrito adiante, 

O quarto tipo principal das lipop rolei ruis, a lipoprotdna de 
alta densidade, HDl f^igh-density flpoprotein”), é sintetizada 
no fígado e no intestino delgado como partículas pequenas ri- 
cas em proteína e contendo relairvamemc pouco colesterol c ne- 
nhum «ter de colesterol (Ftg. 21-381. As HDL contém apoA-1. 
apoC-l e apoC-ll, entre outras apolipoproteínas < Tabela 21-31, 
bem como a enzima lecili na -colesterol aciltransferase (1XAT), 
que catalisa a formação de ésteres do colesterol a partir dia leciti- 
na ( foslat] d il colina i e odesterol (Fig. 21*39). A LCAT existente 
na superfície de H DL recém -sintetizada converte essa fosfatidil- 
colina e colesterol dos remanescentes dos quilomicrons e VLDL 
em ésteres do colesterol, os quais entram no interior da HDL 
nascente, convertendo -a de um disco chato em uma esfera — 
uma HDL madura, Essas Lipoproteínas ricas em colesterol vob 
tam agora ao fígado* onde o colesterol é descarregado e parte 
dele convertida em sais biliares. 

As HDL podem ser captadas pelo fígado por meio da endo- 
citose mediada por receptores, mas ao menos algum colesterol 
nelas presente é liberada para outros tecidos por um mecanis- 
mo diferente. As HDL podem ligar-se a receptores de membra- 
na para proteínas pl asmáticas chamados SR -BI presentes no 
Tecido hepático e naqueles produtores d c esl cr n ides como a glân- 
dula a d renal. Esses receptores não fazem a mediação da endoci- 
tose mas uma transferência parcial e seletiva do colesterol e ou- 
tros lipídios da HDL para a célula. A partícula HDL sem esses 
lipídios se dissocia para rccircular na corrente sanguínea c ex- 
trair mais lipídios dos remanescentes dos quilomicrons e das 
VLDL Essas mesmas partículas também podem captar o coles- 
terol «tocado nos tecidos extra-hepáticos e transportá-lo para 
o fígado por meio de vias de transporte reverso do colesterol 
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Figura 2 138 - O transporte dos lipídios e lipoproteínas. (a) Os lipídios são transportados na comente sanguínea como lipopnoteinas que existem 
em diversas variantes, cada uma com funções diferentes, composições lipidicas e protóicas diferentes (veja as Tabelas 21-2 e 21-3) e, portanto, 
diferentes densidades. Os lipídios provenientes da alimentação sâo empacotados nos quilomícransj a maior parte de seu conteúdo em triacilgkeróis è 
liberada para os tecidos adiposo e muscular pela hpaproteina lipase durante o transporte atravÉs dos capalanes. Os remanescentes dos quilomlçrons 
(contendo pricipalmente proteína e colesterol) são captados pelo fígado, Lipídios endógenos e colesterol do fígado são liberados para os músculos e 
para os adipódtos pelas VLDL. A extração de lipídios das VLDL (junto com a perda de algumas das lipoproteínas) convertem gradual mente parte delas 
em LDL, estas transpodam o colesterol para os tecidos extra-hepáticos ou sáo captadas de novo pelo fígado. O fígado capta remanescentes das LDL, 
VLDL e quilomlçrons por meio do processo de endootose mediada por receptores, O excesso de colesterol nos tecidos extra-hepáticos é transportado 
de volta ao figado como HDL. No fígado parte do colesterol e transformada em sais biliares, (b) Amostras de plasma sanguíneo coletadas depois de um 
periodo de jejum adequado (à esquerda) e depois de uma refeição nqa em gorduras (a direita). Os quilomicrons produzidos depois de uma refeição 
gordurosa dão ao plasma uma aparência leitosa. 


Adenda 21-3 Os alelos da apolipo proteína E predizem 
a incidência da doença de AlzHeimer 


Na população humana ncornsm très formas comuns, 
ou alelos, do gene que codifica a apoE. À mais fre* 
qüente delas é a AFOE3 e representa perto de -78% 
dos alelos hu ma nos, as outras formas* APQEA e APOE2 „ 
representam 15% e 7% 3 respectivamente, O ale] o 
APOE4 é particularmente comum nas pessoas com 
doença de Àlzheimer e a relação entre ambos é muito 
preditiva, Indivíduos que herdam o alelo APOE4 têm 
um risco muito maior de aparecimento tardio da do- 
ença de Àlzheimer, Aquelas que são homozigotas para 
□ alelo APQE4 correm um risco 16 vezes maior de 
desenvolver a doença, e a idade média de início está 
pouco abaixo dos 70 anos. Entretanto, para as pessoas 


que herdam duas cópias do alelo AFOH3 a idade mé- 
dia de inítio da doença excede os 90 anos. 

A base molecular para a associação entre APOFA 
e a doença de AJzheimer ainda nâo é conhecida. Es- 
pecula-se sobre um possível papel para apoE na es- 
tabilização do citoesqueleto dos neurônios. As pro- 
teínas a poli 2 e apoE3 se ligam a outras proteínas 
asso d adas com os microtúbuJos dos neurônios, 
enquanto a apoE4 não o faz, Isso pode acelerar a 
morte dos neurônios. Qualquer que seja o meca- 
nismo que venha a ser confirmado, essas observa- 
ções prometem expandir nosso conhecimento so- 
bre as funções biológicas das apolipoproteínas. 
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Em uma via de transporte reverso, a interação das HDL nascen- 
tes com os receptores SR- BI nas células ricas em colesterol acio- 
na o movimento passivo do colesterol da superfície celular para 
as HDL, então* estas o transportam de volta ao fígado. Em uma 
segunda via, a apo A- 1 presente nas H DL esvaziadas interage com 
um transportador ativo, a proteína ARO, em uma célula rica 
em colesterol. A apo A- 1 (e presumivelmente a HDL) é captada 
por endocitose e, então* secretada de novo com uma carga de 
colesterol que ela transporta para o fígado, 

A proteína ABO é um membro de uma grande família de 
transportadores {veja Tabela 12-4), algumas vezes chamados de 
transportadores ABC porque todos eles possuem cassetes de li- 
gação para o ATP; essas proteínas também possuem dois domí- 
nios que atravessam a membrana e seis hélices transmembrana. 
Essas proteínas transportam vários íons* amitioácidos, vitami- 
nas, hormônios esteróides e sais biliares através da membrana 
plasmátíca. A proteína CFTR defeituosa na fibrose cística (veja 
Adendo 12-4) é uma outra componente da família de transpor- 
tadores mukidrogas. 

Os ésteres de colesterol entram nas células 
por endocitose mediada por receptores 

Cada partícula de LDL que circula na corrente sangüínea con- 
tém apoB-100 que é reconhecida por proteínas que são recepto- 
res de superfície específicos, os receptores de LDL nas células 
que precisam captar o colesterol. A ligação de LDL em um re- 
ceptor de LDL inicia o processo de endocitose (veja Fig. 2-9), o 
que traz a LDL e seu receptor associado para o interior da célula 
dentro de um endosfiomo (Fig, 21-40), Esse endossomo afinal 
se funde com um Lisossomo, o qual contém enzimas que hidro- 
lisam os ésteres de colesterol, liberando o colesterol e ácidos gra- 
xos no interior do citosol. A apoB-10G da LDL é também degra- 
dada em aminoãcidos, que são liberados no citosol, porém o 
receptor da LDL escapa da degradação e retorna para a superfí- 


cie celular, onde ele pode funcionar novamente na captação de 
nova LDL. A Apo B- 100 também está presente nas VLDL mas 
seu domínio de ligação com o receptor não está disponível para 
ligação com o receptor de LDL, A conversão de VLDL em HDL 
expõe esse domínio de ligação com o receptor da apoB- 100. Essa 
via para o transporte do colesterol no sangue e a sua endocitose 
mediada por receptores nos tecidos -alvo foi elucidada por Mi- 
çhael Brown e |nseph Goldstein. 

O colesterol que entra nas células por esta via pode ser in- 
corporado nas membranas ou pode ser reesterificado pela AC AT 
(Fig. 21-36) para armazenamento no interior de goticuias lipi- 
dicas citosólicas, O acúmulo de excesso de colesterol intracelu- 
lar é impedido pela redução da velocidade de síntese do coleste- 
rol quando as LDL no sangue suprem colesterol suficiente para 
as necessidades celulares. 
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Figura 21-40 - Captação do colesterol por endoritcse mediada por receptores A endodtose está também cfescrita 
no Capitulo 2 (pág. 24). 


O receptor de LDL também ac liga k apoE e desempenha um 
papel importante na captação hepática dos remanescentes dos 
quilomicrons e VLDL. Entretanto, se os receptores das LDL não 
estiverem disponíveis (como, por exemplo* em uma raça de ca- 
mundongos que não possui o gene para o receptor da LDL)* os 
remanescentes das VLDL e dos quilomícrons ainda podem ser 
captados pelo fígado mas não as LDL. Isso indica a existência de 
um sistema de apoio para a endocitose mediada por receptores 
dos remanescentes das VLDL c dos quilomícrons, Um sistema 
receptor de apoio é 0 da proteína relacionada conto receptor de 
lipoproteína (LRP — “fipotrein receptor-rdatedprotein") que se 
liga à apoE bem como a outros lígantes. 

A bi0$$fnte$e do colesterol 
é regulada por vários fatores 

A síntese do colesterol é um processo complexo e energetíca- 
mente custoso, assim é clara mente vantajoso para um organis- 
mo ser capaz de regular a síntese do colesterol, de forma tal que 
ela simplesmente complemente a quantidade dele ingerida na 
dieta. Mos mamíferos a produção do colesterol é regulada pela 
concentração de colesterol intracelular e pelos hormônios glu- 
cagon e insulina, O passo limitante na via para o colesterol é a 


conversão do p-hidroxi-p-melilglyLaril-CoA (HMG-CoA) em 
mevalonatü (Fig. 21-32)* a HMG-CoA redutase* a enzima que 
catalisa essa reação, é uma enzima reguladora complexa, cuja 
atividade pode sofrer variações de mais de 100 vezes. Altos ní- 
veis de um esterol não identificado (talvez o colesterol ou um seu 
derivado) promovem a degradação rápida dessa enzima e inibe a 
transcrição de seu gene (Fíg. 2 1-4 1 ). A HMG-CoA redutase è tam- 
bém regulada por hormônios, Essa enzima existe nas formas fos- 
forilada (inativa) e desfosforílada (ativa), O glucagon estimula a 
fosforilaçào (inativaçao) e a insulina promove a desfosforilação, 
ativando a enzima e favorecendo a síntese do colesterol. 

Altas concentrações intracelulares de colesterol também ati- 
vam a AGAT (Fíg, 21-4] ), o que faz aumentar a esterifkação do 
colesterol para o armazenamento. Final mente* altas concentra- 
ções de colesterol intracelular diminuem a transcrição do gene 
que codifica o receptor da LDL, isso reduz a produção do recep- 
tor e assim a captação do colesterol do sangue. 

A produção des regula da de colesterol pode levar a doenças 
graves. Quando a soma das quantidades do colesterol sintetiza- 
do e daquele obtido na dieta excede á quantidade necessária para 
satisfazer as sínteses de membranas* saís biliares e esteróides, pode 
ocorrer acúmulo patológico de colesterol nas paredes dos vasos 
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Figura 21-41 - A regulação da bfosslntese da colesterol promove 
□ equilíbrio entre a síntese e o colesterol obtido da dieta 0 gluM- 
gon promove a tosforilação da HMG-CoA redutase e a insulina promove 
a sua desfcraforilaçâo, X representa metabúlitús não identificados do co- 
lesterol què promovem a prateólise da HMG-ÇqA redutase 


sangüineos (placas ateroscleróticas), resultando em obstrução 
desses vasos [aicróidercMe), Ataque cardíaco devido A obstru- 
ção das artérias coronarianas é uma das causas principais de 
rnoite nas sociedades industrializadas A ocorrência da atem*- 
derosc esta ligada ara altos níveis de colesterol no sangue das 
pessoas e* particularmente* aos altos níveis do colesterol ligado 
is LDL esisíe uma vorrelaçãa tugativa entre os nívro de HDL e 
a doença arterial, 

Sa doença beredlUm conhecida como hipercofcstetolemia 
família! . os níveis de colesterol sanguíneos são exíremamente 
elevados, e 01 indivíduos atingidos desenvolvem, ná infância, 
aterosderose severa, O receptor da LDL é defeituoso nesses in- 
divíduos e nâo ocorre a captação realizada pela LDL e mediada 
pelo receptor do colesterol. Consequentemente, o colesterol ob- 
tido na dieta não è retirado do sangue; ete se acumula c cõnlti- 
bui para a formação das placas aterasderõhcas. Á síntese de co- 
lesterol endógeno prossegue mesmo na presença de excesso de 
colesterol no sangue, porque o colesterol extra celular não ptuJc 
penetrar no cilosol para regular a síntese intracelular (Fig, 21 - 
41 ). Dois produtos extraídos de fungos, a lovastatina e a com 
paclina* mostraram resultados promissores no tratamento de 
pacientes com hipercolesterolemia família! . Esses dois compos- 
tos são parecidos com o mevalonato assim como vários outros 
compostos que são seus análogos sintéticos (Fig. 21-42), Ambas 
são inibidores competitivos da H MG- Co A redutase e reduzem 
assim p síntese do colesterol, O tratamento com lovastatina pude 
diminuir em até 30% o colesterol do soro nos indivíduos que 
transportam uma cópia defeituosa do gene para o receptor da 
LDL. Essa droga é ainda mais efetiva quando combinada com 
uma resina que, quando ingerida, se liga aos sais biliares no in- 
testino c previnem a reabsorção deles. 



siniase. 


Os níveis de HDL são muito baixos nas portadores da defi- 
ciência família! da HDL e quase não deltctáveis na doença de 
Tangien Essas duas doenças genéticas são o resultado de muta- 
ções na proteína A BC 1, mencionada anterior mente, A HDL des- 
provida de colesterol não pode captá-lo das células que não pos- 
suem essa proteína, e a HDL pobre em colesterol é rapidamente 
retirada de circulação e destruída. A doença de Tangier e a FHA 
são muita raras (em todo o mundo são conhecidas menos de 
IQO famílias com a doença de Tangier), mas essas alterações es- 
tabeleceram o papel da proteína ABCl na regulação dos níveis 
pl asm áticos de HDL. Gomo níveis baixos de HDL no plasma 
estão correlacionados com alta incidência de doença coronaria- 
na. a proteína ABC E pode ser um alvo útil para drogas que con ■ 
inilam t*s níveis, de HDL 

Os hormônios esterókfes 

Sâo formados por divagam da cadeia lateral 

e oxidação do colesterol 

Na «pede humana todos os hontiómos estenoides são deriva- 
dos do colesterol iFig. 21-43). Duas classes de hormônios estr- 
roides são sintetizadas no córtex da glândula adrenal: romeralo 
corticôides. que controlam a reabsorção de tons inorgânicos 
(Na*, CT c HCO>) pelos rins, e gÜcocoriLcóidev, que arodam a 
regular a gltconeogénese e também reduzem a resposta inflama- 
tória. Os hormônios sexuais são produzidos nas go nadas de 
ambos os sexos e na placenta. Eles incluem a progesterona, que 
regula o eido reprodutivo nas fémeas, os andrógenus l,por exem- 
plo, testosterona) e os «irogêníos (por exemplo, «t radio!) , que 
influenciam o desenvolvimenlo das características sexuais se- 
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Figura 21-43 - Alguns hormônios esteróides derivados do coles- 
terol As estruturas de alguns desses compostos estão mostradas na 
Figura 11-17. 


cun darias em madios e fêmeas, respectivamente. Os hormônios 
esteroides são efetivos ainda quando em concentrações muito 
baixas e, portanto, são sintetizados em quantidades relativamente 
pequenas. Em comparação com os sais biliares, sua produção 
consome relativamente pouquíssimo colesterol. 

A síntese dos hormônios es ter ó ides requer a remoção de 
parte ou de todos os carbonos presentes na cadeia lateral ligada 
no C-I7 do and D do colesterol A remoção da cadeia lateral 
ocorre na mitocôndria dos tecidos que produzem os hormônios 
esleróidcs. Ela envolve primeiro a hidrox ilação de dois carbonos 
adjacentes na cadeia lateral (C-2Q e C-22) seguida da divagem 
de uma ligação entre elas {Fig. 21-44). A formação dos hormô- 
nios individuais também envolve a introdução de átomos de 
oxigénio. Todas as reações de hidroxilação e oxigenação na bios- 
síntese dos esterúides são catalisadas por oxidases de função mista 
(Adendo 21-1) que empregam K'ADPH, 0 2 e dtocromo milo- 
condrial P-450. 

Os intermediários na biossintese do 
colesterol têm muitos destinos alternativos 

Em adição ao seu papel de intermediário na biossíntese do co- 
lesterol, o isopentenil pirofosfato é o precursor ativado de um 
grande espectro de biomoláculas com diferentes papéis biológi- 
cos (Fig. 21-45). Elas incluem as vitaminas À, E. e K; diversos 
pigmentos vegetais como o caroteno e a cadeia fitol da clorofila; 
borracha natural; muitos óleos essenciais (como os princípios 
aromáticos do óleo de limão, de eucalipto e do almíscar); hor- 
mônio juvenil de insetos, que controlam a metamorfose; doli- 
côis, que servem como transportadores solúveis de lipídios na 
síntese de polissacarídeos complexos; e ubiquinona e plastoqui- 
nona, transportadores de elétrons na mitocôndria e nos cíoro- 
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Figura 21-44- A divagem da cadeia lateral na síntese de hormônios 
este rói des O citocromo P-4SQ age como um transportador de elãtrans 
neste sistema de oxidases de fundão mista que oxida carbonos adjacen- 
tes. O processo também requer as proteínas transferidoras de elétrons 
adrenodoxma e adrenodoxma redutase. Este sistema de divagem da ca- 
deia lateral è encontrado nas mitocôndnas do córtex adrenal, ondeocnr- 
re a produção ativa de esteróides. Pregnenolona è o precursor de todos 
os outros hormônios esteróides (veja Fig. 21-43). 


plastos. Mais de 20.000 moléculas isoprenóides diferentes já fo- 
ram descobertas na natureza e todos os anos é anunciada a des- 
coberta de mais algumas centenas delas. 

Prenilação (ligação covalente de um isoprenóíde; veja Fig. 
27-32) é um mecanismo comum pelo qual proteínas são anco- 
radas na superfície interna das membranas celulares de mamífe- 
ros (veja Fig, 1 2-13). Hm algumas dessas proteínas, o lipídio li- 
gado é o grupo famesil com 15 átomos de carbono; outros têm 
o grupo geranil com 20 carbonos. Enzimas diferentes fazem a 
ligação dos dois tipos de lipídios; é provável que as reações de 
prenilação destinem as proteínas para membranas diferentes 
dependendo da natureza do lipídio que for ligado. A prenilação 
de proteínas é outro papei importante para os derivados do iso- 
preno na via para o co testèrol. 
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Figura 21-45 - Uma visão gerai da biossíntese das iso- 
prenúides As estruturas da maioria dos produtos finais 
mostradas aqui estão no Capitulo 11. 


Resumo 


Ácidos graxos saturados de cadeia longa são sinteti- 
zados a partir du acetil-CoA por um complexo ci- 
tosólico de seis enzimas mais a proteína transporta- 
dora de grupos adi (ACP)>a qual contém fbsfopan- 
toleína como seu grupo prostético. A ácido graxo 
sintase» que em alguns organismos consiste em um 
polipeptídeo multifuncional» contém dois tipos de 
grupos — SH (um fornecido peta fosfoparitoteina 
da ACP e o outro por um resíduo de dsteína da em 
7ima p-cetoadl-ÀCP síntase} que funcionam como 
transportadores dos intermediários a cil -graxos, O 
malonil-ÀCR formado a partir de COj e de acetil- 
C'.oA (transportado para fora da mitocôndria), con- 
densa -se com um acetil ligado ao — SH de cisteína 
para formar aceloacetil-ÀCP c com a liberação de 
CQj, A redução para o derivado n-fi-hidroxi e sua 
desidratação para o derivado rrúflí-A 2 -acil-ACP in- 
saíurado é seguida pela redução para butirU-ACR 
O doador de elétrons é o NAL>PH para ambos os 
passos de redução. Mais seis moléculas de malonil- 
ACP reagem sucessivamente na extremidade carho- 
xila da cadeia do ácido graxo em crescimento, para 
formar o palmitoil-ACR o produto final da reação 
da áddo graxo sinta.se. O pa Imita to livre è liberado 
por hidrólise, A síntese de ácidos graxos é regulada 
no nível da formação de malonil-CoA, 

O palmitato pode ser aumentado para liberar o 
esteara to com 18 átomos de carbono. O palmitato e 
o estearato por sua vez podem ser dessaturados para 
liberar palmitoleato e oleato, respectivamente, pela 
ação de oxidases de função mista. Os mamíferos não 
podem iormar linoleato e precisam obtê-lo de fon- 
tes vegetais; eles convertem o linoleato exógeno em 


araquidonato, o composto progenitor de uma fa- 
mília de substâncias de ação muito potente e seme- 
lhantes a hormônios, os eicosanòídes (prostagiam 
dinas, trombnxanos e leucotrienos). 

Os triacilgliceróis são formados pela reação de 
duas moléculas de adl-CoA graxo com o glicerol 3- 
fosfato para formar ácido fósfatídico, este ú desfus- 
forilado e como um diacilgliceml é, a seguir, adia- 
do por uma terceira molécula de acil-CoA graxo 
para liberar um trjacilglicerol. Todo esse processo é 
regulado por hormônios. Os triacilgliceróis são 
transportados no sangue como parte dos quilomí- 
crons. Os dtadlgliceróis são os principais precurso- 
res dos glicerofüsfolipidios. Nas bactérias, a fosfati- 
dilserina é formada pela condensação deserina com 
CDP-diaci Igl icem l, ç a descarboxilação da fosfati- 
dilserina produz a fosfatidiletanolamina. O fosfati- 
dil glicerol é formado pela condensação de CDP- 
diacil glicerol com glicerol-3- fosfato seguido pda re- 
moção do fosfato em ligação monoéster. As levedu- 
ras empregam vias similares na síntese da fbsfatidil- 
serina, fosfatidiletanolamina e fosfatidilgliceml; a 
fosfatidilcolina é formada pela met ilação da fosfa- 
tidiletanolamina. As células dos mamíferos tém 
algumas vias um pouco diferentes para sintetizar a 
fosfatidilcolina e a fosfatidiletanolamina. O grupo 
cabeça álcool (colina ou etanolamma) é ativado 
eomo o derivado ligado à CDP e, então, condensa- 
do com o diacilglicenul. À fosfatidilserina é derrea- 
da apenas da fosfatidiletanolamina. As .sínteses dos 
plasmalogênios envolvem a formação de sua dupla 
ligação característica por uma oxidase de função 
mista. Os grüpos cabeça dos esfmgolipídios são li- 


gados por meio de mecanismos únicos. Os fosfbli- 
pídios são transportados aos seus destinos intrace- 
lulares pelas vesículas de transporte ou por proteí- 
nas especificas. 

O colesterol é formado a partir de acedi- Co A em 
uma série complexa de reações e com a participa- 
ção de intermediários que são: p-hidrojcí-p-metíl- 
glutaril-CoA, mevalonato e dois isoprenos ativados, 
o dimetilalil pirüíòsfato e o rsopentenil pirofosfatu. 
A condensação de unidades de isopreno produz o 
esquaJeno, que sendo não-cíclico é ddraado para 
liberar o anel esteróide e sua cadeia lateral. A síntese 
do colesterol é inibida por níveis elevados de coles- 
terol intracelular. O colesterol e os ésteres do coles- 
terol são transportados no sangue pür meio de li- 
poproteinas plasmáticas. Lipoproteínas de densida- 
de muito baixa (VLDL) transportam colesterol, 
ésteres de colesterol e triacilgliceróis do fígado para 
uutros tecidos, onde os triadlgiicerbis são degrada- 
dos pela iipase lipoprotéica, convertendo VLDL em 
lipoproteínas de baixa densidade (LDL), A LDL, rica 


em colesterol e nos seus ésteres, é captada por en- 
ducitose mediada por receptores, nessa enducituse 
a apolipoproteína B-1Ü0 da LDL é reconhecida pe- 
los receptores de LDL existentes na membrana plas- 
mática. As lipoproteínas de alta densidade (HDL) 
funcionam como removedores do colesterol do san- 
gue, transportando -o para o fígado. As condições 
dietéticas ou defeitos genéticos no metabolismo do 
colesterol podem levar as pessoas a sofrerem de ate- 
rosclerose e de doenças cardíacas. 

Os hormônios esterõides [giScocorticõides, mi- 
neralocorticõides e hormônios sexuais) são produ- 
zidos do colesterol por alteração da cadeia lateral e 
pela introdução de átomos de oxigênio no sistema 
do anel esteróide. Além do Colesterol, uma larga 
variedade de compostos isoprendídes é derivada do 
mevalonato por meio de condensações do isopen- 
teníl pirofosfato e do dimetilalil pirofosfato. A pre- 
nilação de determinadas proteínas representa sua 
marcação para a associação com membranas celu- 
lares e é essencial para suas atividades biológicas. 
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As referências gerais encontradas nos Capítulos Lie 17 
também serão muito úteis. 

Geral 

Bell Sl firadley D, Forse RA & Bistrian RR, (1997) The 
ncw dietary fáts in hcalth and diseasc, I. Am. Dietetic As- 
soe, 97, 2& 0-286, 

tiotto AMjr (ed). (1987) Plasma üpoproteins, New Com- 
prehensive Biochemistry, Vol. 14 (Neuberger A & van 
Deenen LLM, series eds), Elsevier Biomcdical Press, Am- 
sterdam. 

Doze revisões cobrindo estrutura, síntese e metabolis- 
mo de lipoproteínas, regulação da síntese do colesterol 
e das enzimas IjCâT e lipoproteína iipase. 

Hajjar DP& Nicholsoii AC, (1995) Atherosderosís, Am. 
Sã 83, 460-467. 

Uma excelente descrição das bases moleculares dessa 
doença e as perspectivas de sua terapia. 

Hawthornc JN ífc Ansdl GB (eds). (1982) Phttsphfllipuk, 
New Comprehemive Biuchemislry, Vol, 4 (Neuberger A 
& van Deenen LLM, series eds), Fisevier fliomedicál Press, 
Amsterdam. 

Excelentes revisões das v‘m biossintéticas dos glicero- 
fosfo lipídios e esfingoliptdios, proteínas de transferên- 
cia de fÒjfoUpídics e montagem de bicamadas, 
Ohlroggc J Sc Browsc J, ( 1995) l-ipid biosynthesis. Pinnif 
Cetl 7 , 957 - 970 . 

Um bom resumo das vias biossintéticas cm vegetais. 
Vante DE & Vante JE (eds). (1996) Biochemistry of Lipids, 
Lipoproteins and Membranes, New Comprehensivc Bio- 
chemistry, Vol. 31, Elsevier Science Publishing Co., Inc„ 
New York. 

Biossintese dos ácidos graxt» 
o dos «icosanóidos 

Capdevíla ]H. Falck JR St Eslabrook RW. (1992) Cyto- 
chrome F45Ü and the arachídonate Cascade. FASEB /. 6, 
731-736. 

Esse artigo do FASEB J. contém vinte trabalhos sobre a 
estrutura e a função de vários cilocromos 9-450. 
Creelman RA & Mui lei JE. (1997) Bíosynthesis and ac- 
tion o jasmonates In plants. Annu. Kev. Planí PkysioL Piam. 
Moi BtoL 4S, 355-381. 


DeWitt DL. (1999) Gox-2-sdective inhibitors; lhe new 
super aspÉrins. Molec. Pharniacól. 55, 625-631. 

Uma revivfto curta e dara sobre o tópico discutido rtõ 
Adendu 21-2. 

Drazen JM, Israel E fle 0’Byrne PM. (1999) Drug thera- 
py: treatment of asthma with dmgs modifying the leu- 
kotriene pathway. NewEngl. /. Med. 340, 197-206. 

Kim KH. (1997) Regulation of mammalian acetyl-coen- 
zyme A carboxilase. Annu. Rev. Nutr. 17, 77-99. 

Lands WEM. ( 1991 ) Biosynthesis of prostaglandins. Aimu. 
Rev.Nutr 11,41-60. 

Discussão sobre as necessidades nutricionais de ácidos 
graxos in&aturados e sobre o trabalho bioquímico re- 
cente nas vias que váo do araquidonato aié as prosta- 
glandinas; nível avançado. 
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mio Nòbd, uma <k*cnçlG dáraca da tintes? do colo 
tero] nos animais, 

Chuig IX Chang CCY, & CbetlS D- <]W7) Atrlcoeu- 
ryme A: diolotcrol êcyitram(er*« + A ff nu Rev, Bixhftiu 
*6,615-638. 

Edwards PA & Ericsson |, \ 1 999 j Stcrols and iioprenoids: 
signabng molccides drrived fremi tht chdcsterol bio&yn- 
thetk pathway. An rtw, ücv, Bicwhfm. 68, 157-105. 
Cioldstem JL & Brown MS. ( IV9I)) Rcgulaiian of lhe me- 
vakmate pathway. JVdrure 343, 425-430, 
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Breve revisão de íris arligos no mesmo fascículo des- 
se jornal estabelecendo que ah mulaçfles na ABC! cau- 
sam a doença dc Tangier e defkiénria familial da HDL, 


Problemas 


L. Via do carbono na stntnc dos ácidos gnum. Usando o 
seu coiihednienEo da biossintese d*» ácidos graxos, for- 
neça uma explicação para & sefuuiies observações expe- 
rimentais: 

(a) A adição de ['Xilaíelil-CoA uflilormemenie mar- 
cado a uma fração solúvel do tlg«k> produz palmnaro 
umlormemeiite marcado ccurt “C. 

(b) Entretanto, a adição de microquant idades de 
[ J4 C]acetil-CQA uniformemente marcado» na presença de 
um excesso de makmil-CoA, a uma fração «Jure! do 
fígado produz palmitato marcado cnm apenas nos 
C-l5eC-l& 

2. Stmese de ácidos graxus a partir da gtkoac Em um m- 
dissduo que ingeriu grandes quanttdadci de sacarose, a 
glicnse e a ínitose que excedem a* necc&udada caldricas 
jsãu (ransicH-madas em iodo* graxo* c csln dcsltnadm: á 
sirviesc dc loacilglicer oiv Fasa sinlese dc is ido* graam con- 
some acetil-GoA, ATP e NADRH, Como cada uma des- 
sas substâncias i pruduzida a partir da glkrac? 

3. Equação liquida da síntese dos ácidos grano». Escreva 
* equação líquida para a bins*1ritefcc do ácido palmitko 
no fígado do rato, começando do jcrtil-CoA mitocon- 
drial c do N.ADPH dtOAòikc, ATP r COj. 

4. Via do hidrogênio na sfnleac dos ácidas graxas. Consi- 
dere uma preparação cpic cntiienha todas ,ts enzimas c 
co-fatorcs necessários para a biíMSÍrUeie dos ácidos gra- 
xos a partir do acctil-CoA e malünÜ-CoA adicionados, 

(a) Se o [2- ; H|acetil-CoA (mareado com deutério, o 
isótopo pesado do hidrogênio h 



e um excesso de nuloml-C)oA são adKionados como subs- 
Eritü*. quanto* áEomcn dc dculêno lân incorpofados cm 
cada molécula do palmiuto* Quais são as suas localiza- 
ções? Explique. 

fb) Se a acetil-OaA não -marcado t o [2-~H'mjJocul- 
GoÀ: 



$bò adiciurtadcA cumo substrato», quantos átomos de deu - 
cenu iàci íncnrpóradoí em c ada molccuk do pabnttalo? 
Quau sáo a* suas kxcaltKaçõcs? Explique 

5. Energética d» fr crtoatil AC? untuí Ma reação de con- 
densação catalisada pda |1 ceioacd-ACP simase (Ftg. 21- 
5). uma unidade dc quálro carbonos e sintetizada pela 
combinação de utn# unidade de dou carbono* com uma 
dr três carbonos e a libçraçJo dc uma molécula de CO ; . 
Qual í a vaniagem tetmodininikj desse processo sobre 
um que simplesmente combina duas unidades com dois 
carbonos cada umaf 

6, Modulação da acetibCoÀ carboxilase. A acetil-CoA car- 
boxiLise i o principal ponlu dc regulação na biossEntcsc 
do.H ácido» graxas. Algumas das propriedades dessa enzi- 
ma são descritas a seguir: 

(a) A adição de citrato ou isocitrato eleva a da 
enzima pelo mentis por um fator de 10. 

(b) A enzima existe em duas formas in ter conversíveis, 
que diferem marçadamente nas suas atividades: 

Protõmeni* (forma inativi) » 

pçihmcfti füamenrou [forma ativa) 
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Biossínteses de Aminoácidos, 
Nucleotídeos e Moléculas Relacionadas 


A contribuído do nitrogénio para a massa total dnt sistema* 
vivos é menor somentr q ue as respectivas contribuições de car- 
bono. hidrogénio e oxigénio. A maior parte desse nitrogénio está 
ligada nos aminoáctdós e nos nucleotídeos, Todos os aspectos 
do metabolismo dos compostos btoEõgicos nilrogenados serão 
estudadas nesle capitula com exceção do catabolismo dos amt- 
noádtlus. que foi estudado no Capitulo 13. 

Existem várias razões para a discussão conjunta das vias bíos- 
sintéticas que levam aos aminoácidos e aos nudt-ütídeos, nãu só 
porque ambas as classes de moléculas contém nitrogénio (o qual 
nasce de fontes biológicas comuns), mas também porque os dois 
conjuntos de vias metabólicas são extensivamenle imbricadas, 
compartilhando vários intermediários. Algum aminoácidos, ou 
partes deles, %ào incorporados nas estruturas das bases purtni- 
Cas e pirímidínicas c, em um caso, uma porçãn do and de uma 
base purínkft ê incorporada na estrutura de um aminoáádó (hís- 
tidina). Os dois conjuntos de vias compartilham lambém mui- 
tos passos químicos comuns, em particular um grande nümeío 
de reações envolvendo a transferência do nitrogênio ou de gru - 
pos monoçarbónieos. 

As vias descritas nas páginas seguintes podem ser intimida 
doras paira o estudante principiante em bioquímica. A sua com- 
plexidade evidente nasce não tanto das reações químicas envotvõ 
das, em muitos casos etas são relativarnente fáceis de compreen- 
der, mas lambém do vasto número de passos e da complexidade 
estrutural de muitos dos intermediários. Essas vias podem ser 
mais bem abordadas, mantendo-se a atenção nos princípios mc- 
tahúlkos gerais ji discutidos, nos intermediários-chave que com- 
parecem em cada reação, nos precursores e nas classes comuns 
de reações, que sáo recorrentes no curso do metabolismo. Mes- 
mo uma vista rápida nas reações químicas pode ser lecompen- 
sadora, já que, nessas vias. ocorrem algumas das transforma- 
ções químicas mais incwmim encontradas nos sistemas bioló- 
gicos, Por exemplo, aqui são encontrados exemplos proeminentes 
do raro emprego biológico dos metais molibdèruo, selémo e va- 
nádiu. O esforço também recebe um dividendo prático, especi- 
almente para os estudantes de medicina humana ou veterinária, 
Muitas doenças genéticas da espécie humana e de animais fo- 
ram identificadas pela ausência de uma ou mais das enzimas 
pertencentes a essas vias. Muitas drogas farmacêuticas, empre- 
gadas no combate de doenças infecciosas, são inibidor» de en- 
zimas dessas vias, como também o são os agentes mais impor- 
tantes na quimioterapia dn câncer, 

A regulação dessas vias de biossüitese dos compostos, que 
contêm nitrogénio, é crucial, Como cada um dos aminoá eidos? 
□udeolideos sáo necessários em quantidades rdaüvamemc pe- 
quenas, o fluxo metabólico através da maioria dessas vias não é 
tão grande quanto o fluxo biossintético que leva a carboidratos 



O trevo pé-dc galinha florido, As bactérias nm nódulos 
iksu e úuin», h^umo convertem o mln^niK* Jtmorfõnco 
cm ItH-mas rcdu/tdiv requerido* por rodos m organismos 


* a gorduras nos tecidos animai*. Ainda, porque os diferentes 
aminoácidos e nucleotídeos precisam ser feitos nas relações cor- 
retas e no tempo certo para a síntese de proteínas e de ácidos 
midékos, as suas vias bkwsíniéticas precisam ser c u idadusamen - 
le reguladas e coordenadas umas com js ouirxs. A concentração 
de aminoácidos e nucleotídeos, que são moléculas com carga 
elétrica, também precisa ser regulada de forma a manter o equi- 
líbrio osmotico da célula. Como discutido nos capítulos anterio- 
res, as via» podem ser reguladas por mudanças, quer na ativida- 
de, quer na quantidade das enzimas envolvidas. As vias apresen- 
tadas neste capítulo fornecem alguns dos exemplos mais bem 
compreendidos da regulação da atividade enzimática. Uma dis- 
cussão geral sobre a regulação das quantidades de diferentes en- 
zimas presentes em uma dada célula (isto é. da sua síntese e de- 
gradação) pode ser encontrada no Capítulo 28, 

Visão Geral do 
Metabolismo do Nitrogénio 

As vias bíossint éticas dos aminoácidos e dos nucleotídeos com- 
partilham a necessidade de nitrogênio. Mas, em geral, os com- 
postos de nitrogénio solúveise biologicamente úteis são escassos 
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nos ambientes naturais e, por essa razão, a amónia, os aminoáçi- 
do&eos nudeotídeos são empregados de maneira muito económi- 
ca pela maioria dos organismos. De fato, veremos que ammaáci- 
dos, bases purinas a pirimidinas livres formados durante a recicla- 
gem metabólica são, com freqüêneia, recuperados e reempregados. 
Examínaremos primeiro as vias pelas quais o nitrogénio do meio 
ambiente é introduzido nos sistemas biológicos. 

O delo do nitrogénio mantém parte da massa desse 
elemento em compostos biologicamente disponíveis 

Quatro quintos da atmosfera terrestre são constituídos por ni- 
trogênio molecular (N 2 ) e essa é a fonte mais abundante desse 
demento. Entretanto, apenas um número relatívamente peque- 
no de espécies vivas pode converter o nitrogénio atmosférico 
em formas químicas úteis para os organismos vivos; por essa 
razão, os processos metabólicos de todos eles funcionam de uma 
forma interdependente de maneira a recuperar e reempregar o 
nitrogénio biologicamente disponível Esse conjunto de pro- 
cessos constitui o vasto ciclo do nitrogénio (Fig, 22-1), O pri- 
meiro passo no eido do nitrogênio é a Fixação (redução) do ni- 
trogênio atmosférico por bactérias fixadoras de nitrogênio e que 
produzem amónia (NHj ou NHJ), Embora a amónia possa ser 
empregada pela maioria dos organismos vivos, são tão abun- 
dantes e ativas as bactérias do solo que obtêm a energia de que 
necessitam pela oxidação da amónia em nitrito (NOlk e, em 
última instância, nitrato (NOJ), pois praticamente toda a amó- 
nia que atinge o solo é transformada em nitrato por oxidação. 
Esse processo é conhecido por nitrificaçao. Muitas bactérias e 
vegetais podem reduzir facilmente o nitrato até amónia pela ação 
das nitrato e nitrito redutases. Formada dessa maneira pelos 
vegetais, a amónia pode ser empregada na síntese dos aminoáci- 
dos, estes são, então, usados pelos animais como fonte de ami- 
noãcidos não -essenciais e essenciais para sintetizarem suas pro- 
teínas. Quando os organismos morrem, a degradação míerobio- 
lógica das suas proteínas devolve a amónia ao solo, onde as 
bactérias nitrificantes a convertem em nitrito e nitrato outra vez. 
Às bactérias que convertem nitrato em N 2 em condições anaeró- 
bicas fazem com que seja mantido o equilíbrio entre o nitrogénio 
fixado e o nitrogênio atmosférico. Nesse processo, chamado de 


desnitrificação (Fig. 22-1), essas bactérias do solo empregam 
NO^ em lugar do 0 2 como o último receptor de elétrons em 
uma série de reações que, como a fosfor ilação oxidativa, gera 
um gradiente transmembrana de prótons, que é em pregado para 
sintetizar ATR 

Examinemos agora o processo de fixação do nitrogénio, o 
primeiro passo no ciclo desse elemento. 

Q nitrogênio é fixado por enzimas 
do complexo da nitrogenase 

Apenas alguns procariotos podem fixar nitrogénio atmosférico. 
São capazes de fixar o nitrogênio atmosférico: as cianobactérias, 
que habitam os solos e as águas salgadas e doces, bem como 
outras espécies de bactérias de vida livre no solo, como as espé- 
cies Azútobacter. Outras bactérias fixadoras do nitrogênio vivem 
como simbiontes nos nódulos das raízes das plantas legumino- 
sas, Em todos esses organismos, o primeiro produto importante 
da fixação do nitrogénio atmosférico é a amónia, que pode set 
usada por outros seres vivos, quer diretamente, quer depois de 
sua conversão em outros compostos solúveis, como nitritos, ni- 
tratos ou aminoáddos, 

A redução do nitrogénio em amónia é uma reação exergônica: 
Ni + — * 2N H n AC,™ = -3 3 ,5kJ/mol 

A tripla ligação N=N é, entretanto, muito estável, com uma 
energia de ligação de 942kJ/mol. Portanto, a fixação do nitrogé- 
nio tem uma energia de ativação extremam ente alta e o nitrogê- 
nio atmosférico é quase quimicamente inerte nas condições 
normais. A amónia é produzida industrial mente pelo processo 
Haber (de Fritz Haber, o inventor) que, para obter a energia de 
ativação necessária, emprega uma mistura de Hb e submetida 

a temperaturas de 4Ü0 a 50Ü"C e a pressões de dezenas de milha- 
res de quilopascals (várias centenas de atmosferas). A fixação 
biológica do nitrogênio precisa ocorrer em uma pressão de ni- 
trogénio de 0,3 atmosfera e junto a temperaturas biológicas. Á 
barreira representada pela energia de ativação alta é vencida, pelo 
menos, em parte, pela ligação e hidrólise do ATP. A reação final 
pode ser escrita: 

Ni + lütr + &T + I&ATP-— * 2NHÍ -t 16ADP - (ftP, + Hj 
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4 CoA + 4 COi +■ 



Figura 22-2 - Fixação do nitrogênio pelo complexo da nitrogenase 

Os elétrons sâo transferidos do piruvato para a dinitrogenase por meio da 
ferredoxina (ou da flavodoxina) e pela dinitrogenase redutase. A dinitroge- 
nase é reduzida pela dinitrogenase redutase por meio da transferência de 
apenas um elétron de cada vez, e precisa ser reduzida por pelo menos seis 
elétrons para fixar uma molécula de Nj- Dois elétrons adicionais sáo em- 
pregados para reduzir 2H* para H 2 em um processo que acompanha obri- 
gatoriamente a fixação do nitrogénio em seres anaeróbicos, perfazendo 
um total de oito elétrons para cada molécula de nitrogênio. As estruturas 
das subunidades protéicas e os co-tatores metálicos da dinitrogenase nedu- 
tase e da dinitrogenase estão descritos no texto e na Figura 22-3, 


A fixação biológica do nitrogênio é realizada por um com- 
plexo de proteínas muito hem preservado pela evolução* deno- 
minado de complexo da nitrogenase (Fig, 22-2). Os dois com- 
ponentes principais desse complexo são a dinitrogenase redu- 
tase e a dinitrogenase ( Fig. 22-3). A dinitrogenase nedutase (Af T 
60.000) é um dímero com duas subunidades idênticas. Ela con- 
tém um centro redox único 4Fe-45 (veja Fig. 19-5) e pode ser 
oxidada e reduzida por transferência de apenas um elétron. Ela 
tem também dois sítios de ligação para a dupla ATF/ÀDP* A di- 
nitrogenase é um tetrãmern com duas cópias de duas subunida- 
des diferentes [M T 24Ü.ÜÜ0), contém ferro e rnolibdênio, e seus 
centros redox apresentam um lotai de dois molibdémDS, 32 fer- 
ros e 30 enxofres por tetràmero. Perto de metade do feiro e do 
enxofre está presente participando de dois pares de centros in- 
terligados 4Fe-4S, chamados conjuntos R O restante está pre- 
sente como parte de um co- fator de ferro e molibdènio. Foi des- 
crita uma forma de nitrogena&e, contendo vanádio em vez de 
mol ibd ênio e algu mas espécies bacterianas podem produzir ara - 
boft os tipos de sistemas da nitrogenase, A enzima que contém 
vanádio pode ser o sistema primário de fixação de nitrogênio 
em algumas condições ambientais* mas isso ainda nâo foi bem 
caracterizado. 

A fixação do nitrogênio é realizada por uma forma altamen- 
te reduzida da dinitrogenase e requer oito elétrons: seis para re- 
dução do N 2 e dois para a produção de uma rrtolécula de H 3 
como parte obrigatória do mecanismo de reação. A dinitroge- 
nase é reduzida pela transferência de elétrons da dinitrogenase 
redutase (Fig. 22-2), A dinitrogenase tem dois sítios de ligação 
para a redutase e os oito elétrons necessários são transferidos 
para a dinitrogenase, um por vez; a cada ciclo* a redutase reduzi- 
da é ligada à dinitrogenase e a redutase oxidada dissocia-se da 
dinitrogenase, repetindo o ciclo. Esse ciclo necessita de que o 
ATP seja hidrolisado pela redutase, A fonte imediata de elétrons 
para reduzir a dinitrogenase redutase é variada com a ferredoxi- 
na reduzida (pág. 548; veja também Fig. 19-5), com a flavodoxi- 
na reduzida e* talvez, com outras fontes que desempenham um 
papel em alguns sistemas* Em, pelo menos, um caso* a última 
fonte de elétrons é o piruvato (Fig. 22-2). 



Figura 22-3 - Enzimas # cofatores do complexo da nitrogenasa. (a) Neste diagrama em fita as subunidades da dinitrogenase são mostradas em 
cinza e rosa, as subunidades da dinitrogenase redutase estáo em azul e verde. O ADP ligado está em vermelho. Note o complexo 4Fe-45 (os átomos de 
Fe estão em alaranjado e os de enxofre em amarelo) e o co-fator Fe-Mo (Mo em preto, homocitrato em cinza-claro). Também estão mostrados os 
agregados P (pares de 4Fe-4S interligados), (b) Os complexos de co-fatores da dinitrogenase sem a proteína. As cores são as mesmas empregadas em 
(a), (e) O co-fator Fe-Mo contém um Mo (preto), sete Fe (alaranjado), nove 5 (amarelo) e uma molécula de homocitrato (cinza). 


O papel do ATP iwwh? processo é interessante, pois parçte ser 
ctrtaWtkn c n.u> termodinámko. Lembre-se de que t> ATP pude can - 
triburr não só tom energia química* por meio da hidrólise de uma 
ou nuns de SUO» llpçúes fõsfudíibler* mas também com energu de 
ligação (pá^ 194 e 274) por meto de interpões não-ctw alentes 
que ptniem set empregadas pura diminuir a energia de ãúvãção. 
Sa reação reafíza da pela ilimlrogenase redutase. unto a ligando do 
ATP quanto a sua hidrólise pmJurcm mudanças coníormacio- 
riais na pmiciru. i* que eeidentemente ajuda a superar a alu einer 
pa de ativação da lixaçáodo nitrogênio. A ligação do ATI* na redu- 
Use muda o jxHem u3 de redução ( F“ ) de&sa pmteiru de -250 para 
-400 milivoliv um aumento tli sua torça redutora que e nccc-svJ 
rtu para a tranderéneia de elétrons para a dinitrugernse. Assim, 
duas molecular de AH* são hidmltsacbs durante a transferência de 
cada rlrtmn da dinitroçeruse redurase para a dmitrogenase. 

Outra importante característica do complexo d*t nitmgena- 
scé a mu nlmi íahil idade na presença de uxigéniu. A redutase 
e inalivjdã na ar* com um içmpo de meia-vida de Mt segundos. 
A dinilrogenase tem uma meia-vida de 10 minutos, no ar. As 
bactérias de vida livre que listam nitrogênio solucionam esse pro- 
blema por nicio de vários caminhos. Algumas csíslem apenas 
anaembicamciile ou reprimem a síntese da nitrogenasc quando 
u oxigénio está presente. Algumas bactérias ãcróhkas* como .1 
AzotobactéT vinttandii, desacnplam parcial mente o transporte de 
elétrons da síntese dç ATR de tal forma que ü oxigênio é rapida- 
mente queimado a medida que penetra na célula (.veju Adendo 
19-1), As culturas dessas bactérias* quando estão fixando nitro- 


gênio, chegam a se aquecer corno resultado dos seus esforços 
para remover o oxigênio. Algumas espécies de cUnnbactérias fi- 
xadoras de nitrogénio empregam outro tipo de solução. Uma de 
cada nove células diferem ia-sc cm um hetrrocisto, uma célula 
especial izada para a fixação do nitrogénio, com paredes grossas 
o suficiente para impedir a entrada de oxigênio* 

O relacionamento simbiótico mire as plantas leguminosas 
e as bactérias fixadoras de ntlnigémo presentes nm nódulos das 
suas raizes I Fig. 22-4 ) resolve tanto o problema de necessidade 
de energia para suas reações quanto o da Ijhil idade das enzimas 
diante do oxigèmu. Provavelmente* a energia necessária para a 
fuaçao do nitrogênio foi a força evo! uu uniria condicionadora 
dessa associação de vegetais com bactér ias. Â bactéria nos nó- 
dulos da raiz tem acesso a um gramfc noervatorio de energia na 
forma de abundantes quantidades de ca rboidraios e cicio snter- 
medÜrio do icido cítrico sintetizados peii ptania. Com essa fonte 
de energia disponível c nas cotidiçocs geral mente encontradas 
no solo* á bactéria» nos nodulos da raiz* pode fixar centenas de 
vezes mais nitrogênio do que m seus parentes de vida livre. Para 
resolver o problema da toxicidade do oxigênio, as bactérias* nos 
nódulos da raiz* são banhadas cm uma solução de uma proieiaa 
fixadora de oxigênio chamada dc leg-hemoglobina. Essa proteí- 
na é produzida pela planta (embora <> hemé possa ser fornecido 
pela bactéria), A leg-hemoglobina capta todo o oxigênio disponí- 
vel e o libera para o sistema dc transferência dc elétrons da bacté- 
ria* dessa maneira* ele não interfere na fixação do nitrogénio, A 
eficiência da simbiose entre plantas e bactérias fica evidente pelo 
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Figura 22-4 - Nódulos cte fixação do nitrogênio ía) As rdlzesdi? ‘.irriri planta leguminosa. o capirv- pé-de-galmha ib) \ Ictrofotomlcrografia colorida 
de forma artificial de uma secção fina através de um nódulo cta míj da ervilha As bactérias simbióticas *i*tidnr,i'i de nitrogênio bacte^oides (em 
vermelho) vivem no intenür cias células da nódulo,, envoltas pela membrana peribdeteróide (azul). Os bact-próidps pfOduzèm <a enzima nitrogenasç, qu€ 
converte o nitrogênio atmosférico (Nj) em fon amónio (NHí)i sem os baeleróides* a planta è incapaz de utilizar o N.- As células das raizes fornecem 
algur-s fatores essenciais pata a futação ao nitrogênio, parti cuia rmente a 'eg-hemoglobiria. Essa proteína heme cem! uma afinidade muito alta peia 
oxigénio que é um n''ibicior muito forte da nitrogenase (O micleo da cêfulaesta rnostrado em amarei n -rertideãdó A cêfoa vegetai infectada tarrbérn 
contam outras organetas, não são visivets nesta microfotograt a e que são normal men te enconifadas em células vegeta v ; 



enriquecimento em nitrogénio dos solos em que são cultivadas 
as plantas leguminosas, Esse enriquecimento é a base do método 
de rotação de culturas empregado por muitos agricultores, nele, 
as plantações de nao- leguminosas (como o milho) que extraem 
o nitrogénio fixado no solo são alternadas a cada poucos anos 
com plantações de leguminosas, como alfafa, ervilhas e trevos, 

A fixação do nitrogênio é o objeto de intensos estudos devi- 
do à sua imensa importância prática. O custo de produção da 
amónia industrial para uso em fertilizantes aumenta paralela- 
mente ao aumento do preço da energia necessária ao processo, 
isso tem levado a grandes esforços para desenvolver um orga- 
nismo recombinante ou transgênico que possa fixar o nitrogê- 
nio. Técnicas do DNA recombinante estão sendo empregadas 
para transferir o DNA que codifica a nitrogenase e enzimas rela- 
cionadas para plantas e bactérias não- fixadoras de nitrogênio 
(Capítulo 29). O sucesso desses esforços dependerá da supera- 
ção dos problemas gerados pela toxicidade do oxigénio em qual- 
quer célula que produza a nitro genase. 

A amónia é incorporada nas biomoléculas 
por meio da glutamina e do glutamato 

O nitrogênio reduzido na forma de NH 4 é assimilado primeiro 
em aminoácidos e depois em outras biomoJéculas que contêm 
nitrogênio. Dois aminoácidos, glutamato e glutamina, forne- 
cem o ponto crítico de entrada. Lembre-.se de que esses mesmos 
aminoácidos desempenham papéis centrais na oxidação dos 
aminoácidos (Capítulo 18). O grupo amino da maioria dos ou- 
tros aminoácidos é derivado do grupo amino do glutamato por 
meio das reações de transaminação (o inverso da reação mos- 
trada na Fig. 18-4). O nitrogénio amida da glutamina é a fonte 
dos grupos amino em uma grande variedade de processos bios- 
sintéticos, A maioria dos tipos celulares e fluidos intercelulares 
nos organismos superiores ou um ou ambos desses dois amíno- 
ácidos estão presentes em concentração elevada, algumas vezes, 
uma ordem de magnitude ou mais que aquelas dos outros amí- 
noácidos. Na £ coíi, a necessidade de glutamato é tão grande 
que ele é um dos solutos primários dessa célula, A sua concen- 
tração ê variada, embora regulada, não apenas em resposta ás 
necessidades de nitrogênio, mas também para manter o interior 
da célula em equilíbrio osmótieo com o meio externo. 

As vias biossintétkas até glutamato e glutamina são simples 
e parecem ser similares em todas as formas de vida. A via mais 
importante para a assimilação de NH 4 no glutamato requer duas 
reações, Primeiro, o glutamato e o NH 4 reagem para formar glu- 
tamina pela ação da glutamina sintetase. Lembre-se de que essa 
reação ocorre em dois passos,, com o y-glutamil fosfato ligado á 
enzima, funcionando como um intermediário (pãg, 492): 

(1) Glutamato - ATP * y-ghitamil fosfato ■+ A DP 

(2) y-glutamil fasfatn 4 NHX * glutamina 4 Pj 4 H + 

Scítw: Glutamato +■ NH 4 + ATP *■ 

glutamina 4 APP 4 P L 4 H” (22-1) 

À glutamina sintetase é encontrada em todos os organis- 
mos. Além da sua importância para a assimilação de NHJ nas 
bactérias, esta é uma reação central do metabolismo dos amino- 
ácidos nos mamíferos^ ela é a principal via para a conversão da 
amónia livre, que é muito tóxica, em glutamina, que não sendo 
tóxica pode ser transportada no sangue (Capítulo 18). 

Nas bactérias e vegetais, o glutamato é produzido pela ação 
da enzima glutamato siníase. Essa enzima catalisa a aminação 
redutíva do a-cetoglutarato, um intermediário do eido do áci- 
do cítrico, empregando glutamina como doadora de nitrogênio: 

a-Cetoglutarato 4 glutamina - NADPH 4 fT ► 

2 glutamato 4 JSlADP f (22-2} 


A reação líquida final glutamina sintetase e glutamato sintase 
(reações 22-1 e 22-2) é: 

cr-Celoglutaratu + NHj 4 NADPH 4 ATP * 

l.-gluramarc t NAPP + + ADP 4 Pj 

A glutamato sintase nunca foi encontrada nos animais, e os al- 
tos níveis de glutamato são mantidos por processos, como a tran- 
sam inação do m-cetoglutaratcs durante o catabolismo dos ami- 
noácidos. 

O glutamato também pode ser formado por uma outra via, 
embora menor. A reação entre o a-cetoglutarato e o NH 4 para 
formar glutamato em um único passo pela ação da L-glutamato 
desidrogenase, presente em todos os organismos. A força redu- 
tora necessária é fornecida pelo NADPH: 

a-Cetoglutarato 4 NFfi 4 NADPH * L -glutamato + NADP' + H;0 

Encontramos esta reação no catabolismo dos aminoácidos (Ca- 
pítulo 18). Nas células euca notas, a L-glutamato desidrogenase 
está localizada na matriz mitocondrial. O equilíbrio para a reação 
favorece os reagentes e o K m para o NHÍ (~ ImM) é tão alto que 
essa reação provavelmente faz apenas uma modesta contribuição 
para a assimilação do NHÍ (lembre-se de que a reação invertida 
da glutamato desidrogenase (Fig. 18-9) é uma fonte primária de 
NH 4 destinado ao ciclo da uréia). As bactérias do solo e as plan- 
tas, de forma geral, dependem da via de duas emdmas descritas 
anteriormente (Equações 22- 1 e 22-2). Concentrações de NH 4 su- 
ficientemente altas para possibilitar que a reação da glutamato 
desidrogenase possa fazer uma contribuição significativa para os 
níveis de glutamato somente ocorrem quando a amónia é adicio- 
nada ao solo ou quando microrganismos são eultívados em labo- 
ratório na presença de altas concentrações dessa substância, 

A glutamina sintetase é um ponto primário 
de regulação do metabolismo do nitrogênio 

A atividadade da glutamina sintetase é regulada em todos os orga- 
nismos — o que não é surpreendente se considerarmos seu papel 
importante e centrai como ponto de entrada no metabolismo do 
nitrogênio reduzido. Em bactérias entéricas, como a EschÉrichia 
cotiy essa regulação é de complexidade incomum. Ela está sujeita 
aos dois tipos de regulação enzímática: alostérica e por modifica- 
ção covalente. A enzima é constituída por 12 subunidades idênti- 
cas de M r 50,000 ( Fig. 22-5) e é regulada de duas formas: alostéri- 
cíi e por modificação covalente. Ao menos seis produtos finais do 
metabolismo da glutamina, além da alanina e da gücina, são ini- 
bidores alostéricos da enzima (Fig. 22-6% e cada subunidade tem 
sítios de ligação para todos os oito inibidores, além de um sítio 
ativo para a catálise. Sozinhos, cada um dos inibidores fornece 
apenas inibição parcial. Entretanto, os efeitos dos diferentes ini- 
bidores são mais do que simplesmente aditivos* todos os oito jun- 
tos virtualmente desligam a enzima. Esse mecanismo de controle 
provê um ajuste continuo do suprimento adequado de glutami- 
na para atender a todas as necessidades metabólicas dela. 

Supérposta à regulação alostérica está a inibição poradenila- 
ção (adição de AMP) da tirosina J!í7 (Fig. 22-7), localizada próxi- 
mo ao sítio ativo da enzima, Essa modificação covalente aumenta 
a sensibilidade da enzima para os inibidores alostéricos e a sua 
atividade decresce à medida que cada uma de suas 12 subunida- 
des são adeniladas. Tanto a aden ilação quanto a desadenilação são 
promovidas pela enzima adenililtransfemse, que toma parte em 
uma cascata enzim ática complexa que responde aos níveis de glu- 
tamina, a-cetüglutaratü, ATP e Pj, A atividade da adenililtransfe- 
rase é modulada pela ligação a uma proteína reguladora chamada 
Pu. O efeito de P llh por sua vez, é regulado por modificação cova- 
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Figura 22-5 - Estrutura em sub un idades da g luta mi na sintetase 
como determinada por dif ração de raios X. (a) Vista lateral. As 12 
subunidades são idênticas, elas estão coloridas de forma diferente para 
ilustrar o empacotamento e a localização, (b) A visão da face superior da 
molécula mostra os sítios ativos (em verde). 
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Figura 22-6 - Regulação aios-térica da glutamina sintetase. A enzi- 
ma sofre regulação cumulativa por se<s produtos finais do metabolismo 
da glutamina. A alanina e a glicina provavelmente servem como indica- 
dores do estado geral do metabolismo celular de aminoáddos. 



lente (uridilação), novamente em um resíduo detírosina, Q com- 
plexo da aden i li ] tra n sfera se com Pn C Pu -UMP) esti m uia a desade- 
nilação, enquanto um mesmo complexo com a Pn desuridilada 
estimula a aden ilação da glutamina sintetase. Tanto a uridilação 
quanto a desuridilaçáo de P 31 são realizadas por uma única enzi- 
ma, uridiliHransferase. À uridilação é estimulada por a-cetoglu- 
tarato eATP para Pu, mas inibida pela ligação comglutami na e Pj, 
O resultado final desse mecanismo complexo de regulação é 
um decréscimo da atividade da glutamina sintetase, quando os 
níveis de glutamina são altos, e um aumento dessa atividade, 
quando os níveis de glutamina sao baixos e estão disponíveis o.s 
substratos tx-ceto glutã rato e ATP. 

Várias classes de reações desempenham 
papéis especiais na biossintese dos 
aminoácidos e dos nudeotídeos 

As vias descritas neste capitulo oferecem exemplos de uma grande 
variedade de interessantes rearranjos químicos. Vários deles sào 
recorrentes e merecem nota especial antes de discutirmos as vias 
em si mesmas, Estes são: (1.) as reações de transam inação e ou- 
tros rearranjos promovidos por enzimas que contêm piridoxal 
fosfato; (2) a transferência de grupos monocarbó nacos, usando 
ou tetraidrofolato ou S-adenosilmetionina como co- fator; e (3) 
a transferência de grupos amino derivados do nitrogênio amida 
da glutamina. 


O piridoxal fosfato (PLP), tetraidrofolato (H 4 folato) e S- 
adenosilmetionina (adoMet) são descritos em detalhes no Ca- 
pítulo 18; veja as Figuras 18-6, 18-16 e 18-17, respectiva mente. 
Agora, estudaremos apenas a transferência do grupo amino en- 
volvendo o nitrogênio amida da glutamina, 

Existe mais de uma dúzia de reações bios sintéticas co- 
nhecidas, nas quais a glutamina é a principal fonte fisiológi- 
ca do grupo amino, e a maioria destas aparece nas vias descri- 
tas neste capítulo. Como uma classe, as enzimas que catalisam 
essas reações são chamadas de glutamina amido transfc rases e 
todas têm dois domínios estruturais, Um domínio liga a glu- 
tamina e o outro liga o segundo substrato, que funciona como 
um receptor do grupo amino (Fig, 22-8), Acredita-se que, na 
reação, um resíduo de cisteína no domínio de ligaçãei da glu- 
tamina age como um nueleofílico, quebrando a ligação ami- 
da da glutamina e formando um intermediário glutamil-en- 
zíma covalente. A NHj, produzida nessa reação, permanece 
no sítio ativo e reage com o segundo substrato para formar o 
produto aminado. O intermediário covalente é hidrolisado 
para formar a enzima livre e o glutã mato. Se o segundo subs- 
trato precisa ser ativado, o ATP é, em gera], empregado para ge- 
rar um intermediário acil-fosfato (representado como R— OX 
na Fig. 22-8). À glutaminase age de maneira similar, mas usa 
a KjO como o segundo substrato e libera NH 4 e ghitamatn 
(pá g. 492). 
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Figura 22-7 - O segundo nível de regulação da glutamina sintetase: regulação covaleme (a) Um resíduo detirosinaadenilada. (b) Cascata que 
leva à aden ilação (inativaçâo) da glutamina sintetase. AT representa adeoilikransíerasé; UT r uridililtransferase. Os detalhes dessa cascata são discutidos 
no texto. 


BkOssíntesé 
dos Aminoácidos 

Todos os aminoáddos são derivados de intermediários dü gli- 
cólise, do ciclo do ácido cítrico ou da via das pentoses fosfato 
(Eig. 22-9). O nitrogênio entra nessas vias por meio do gluta- 
mato e da glutamina. Algumas vias são simples, outras não. Dez 
dos aminoácidos estão distantes dos sens precursores iniciais 
por apenas um ou poucos passos enzimãticos. Para os demais, 
como os aminoácidos aromáticos, ás vias hiossiiil clicas são mais 
complexas. 

Os diferentes organismos variam muito em sua habilidade 
para sintetizar os 20 aminoácidos ditos padrão por serem os 
que comparecem nas proteínas. Enquanto a maioria das bacté- 
rias e dos vegetais pode sintetizar todos os 20, os mamíferos 
podem sintetizar apenas perto dia metade deles, geralmente sin- 
tetizados por vias mais simples. Estes sâo chamados de amino- 
ácidos não-essenciais para deixar evidente o fato de que não è 
necessário que estejam presentes na alimentação {veja Tabela 
18-1), Os demais, os aminoácidos essenciais, precisam ser ob- 
tidos, obrigatoriamente, dos alimentos. Enquanto não indica- 
do ao contrário, as vias apresentadas a seguir são aquelas que 
ocorrem em bactérias. 


Uma maneira útil de organizar as vias biossintéticas dos amt- 
noãcidos é agrupá-las em seis famfiias correspondentes aos pre- 
cursores metabólicos de cada aminoácido (Tabela 22-1 h usare- 
mos a maneira empregada nas descrições detalhadas dessas vias 
apresentadas a seguir. 


Tabela 22-1 - Famílias biossintéticas dos aminoácidos agrupados 
segundo o precursor metabólico 


a-Cetog luta rato 

Piruvato 

Glutamato 

Aíanina 

Glutamina 

Valina' 

Prolma 

Arginina* 

Leucina 1 

3-Fasfog literato 

Sedna 

Glicina 

Cjsteina 

Fosfoenalpiruvato e eritrose-4-f osf ato 

Triptofano' 

Fenilalanma* 

Tiros! na* 

Oxaloacctato 

Rí íxjse-5-fosfato 

Aspartato 

Asparagina 

Metionina* 

Treonina* 

Lislna T 

Isofeucina' 

Histidrna T 


* Essencial em animais jovens. 

* Ami noác idos essencia is 

^Derivada da fendalanina nos mamíferos 
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Figura 22-B - Mttanismo proposto para a g lutam ina amídotrans- 

ferase Cada erutima tem dois domínios. O domínio de ligaçáo da glutã- 
mma tem um número de elementos estruturais conservados entre muitas 
dessas enzimas, incluindo um resíduo de cisteína necessário para a ativi- 
dade. JÉ q domínio receptor de NH 3 (segundo substrato) sofre variações. 
0 nitrogé-niQ y-amido da glutamina (vermelha) e liberado na Forma de 
NH 3 em uma reação que r provavelmente, envolve a formação de um 
intermediário glutamil-enzima. Sáo mostrados os dois tipos de recepto- 
res de aml no X representa um grupo ativador, tipicamente um Fosfato 
derivado do A7P que facilita o deslocamento peta NH 3 de um grupo H- 
dronita do R— OH 


Figura 22-9 - Visão geral da blossínl*» dos aminoãcidos Os pre- 
cursores dos aminoácidos estão sombreados segundo sua origem, os da 
çjliedlise (vermelho), da ciclo do àddü Clt<XO {azul) e da via das pentoses 
fosfato (púrpura) e os ammoáddos deles derivados estão em quadros de 
cones correspondentes. O mesmo artificio, a cor associando os precurso- 
res aos produtos finais da via r será empregado nas ilustrações das vias 
individuais (Figs. 22-1 Q a 22-20). 


Existe, em adição a esses precursores, um intermediário no- 
tável que reaparece em muitas vias: é o 5-fosforribosiF 1 -piro- 
fbsfalo (PR PP), 


5- TfniurfTihHit- 1 - pi m [iuLtí u 
tFRFP) 

O PRPP é sinttíiiaclu da ribose-5-foiíato derivada da vii das 
pcniosc-s. fosfato ( veja Fig. i 5-2©), em uma reação catalisada pela 
ribose fosfato pirnfwíoquíimse: 

RjbtTwr >-íin£iUi + ATP * 5-tostbf ríbosil I -pifotbsíaiu * ÂMP 

Essa enzima ê regulada aiosiéncunente por muitas das biomo- 
léculas que tem o PR PP como precursor. 

0 a-cetoglutarato dá origem ao giutamato. 
à gfutamína, á prolina e à arginina 

As biosa Enteses da glutamim e do giutamato já foram descritas. A 
formação da prolina, um derivado ádizado do giutamato* 0 mos- 
trada na Figum 22- 10. No primeiro passo da síntese da prolina* o 
ATP reage com o grupo 7 -carboxila do giutamato para formar um 
a dl -fosfato* este £ reduzido pelo NADPH para formar giutamato 
y-semi-aJdeídük Esse intermediário é ciclizado de forma espontâ- 
nea e rápida e reduzido para liberar a prolina. 


o-CetogltiU.ratfi 

1 

(iluljitiáin 

X l \ 

( Uulimin a Prolina Arginin* 


Nos animais a arginina ê sintetizada do giutamato via* 
ornitina e ciclo da uréia (Capítulo 18). A ornitina pode* tam- 
bém, ser sintetizada a partir do giutamato 7 -semi -aldeído por 
transam inação, mas a cidizaçán do semi -aldeído, que ocorre 
na via da prolina. é uma reação rápida e espontânea que im 
pede um suprí mento suficiente desse intermediário para a sin- 
lese de ornitina. As bactérias possuem uma via hiossimética 
para a ornitina (e. portanto, também para a argi ninai que.eni 
alguns passos, c paralela á via da prolina* mas inclui dois pas- 
sos adicionais para bloqueara dclizaçào rs ponta néa do grupo 
amino do giutamato y- semi -aldeído (Fig. 22- t0). No inicio, o 
grupo a-amino do giutamato é bloqueado por ac et ilação em 
uma reação que envolve o aeetil-CoA. Depois do passo da 
transa mi nação* 0 grupo acetila é removido para liberar a or- 
liítina. 

As vias de síntese da prolina e da arginina são algo diferente 
nos mamíferos. A prolina pode ser sintetizada pela via mostrada 
na Figura 22- ] 0 , mas da também é Formada da arginina obtida d , 1 
dieta ou da hidrólise de proteínas tissulares. A arginase, uma enzi- 
ma do ciclo da uréia, converte arginina em ornitina c em uréia 
(veja Fig, 18-25). A ornitina é convertida em giutamato 7 -semi - 
aldeído peia emúma ornitina 6 -aminotraniiferHse ( Fig. 22- 1 1 )♦ O 


«mi-aldeído eicliza em A L -pirrdina-5-carboxi]ato, que é con- 
vertido em prolina (Fig, 22-10). A via de síntese da arginina, 
mostrada na Figura 22- 10. «tá ausente nos mamíferos. Quan- 
do a arginina de fontes alimentares ou proveniente da recicla- 
gem de proteínas é insuficiente para a biossiniese geral de proteí- 
nas. a ornitina Ô-amínotransfcme opera na direção da forma- 
ção de ornitina e esta è convertida cm arginina e em citrulina no 
ciclo da uréia. 

Serina., glicina e cisterna são 
derivadas do 3-fosfoglkerato 

A maior via para formação de ser i na í a mesma em todos os 
organismos (Ftg. 22-12). No primeiro passo* o grupo hidmxila 
do J-fosfogiicerato ê oxidada por uma desidrogena.se {usando 
NAD) para liberar o 3-fosfoidraxipiruvaía. A transaminaçào 
com o giutamato libera 3-ftMÍm*erina e esla libera serina por 
hidrólise pda fosfosserina fosfaUse. 



O aminoácido serina com trfis átomos de carbono é 0 pre- 
cursor da glicina com dois á lo mos de carbono, essa transfor- 
mação se faz por meio da remoção de um átomo de carbono 
pela serina hidrojümetiltransferisv (Fig. 22-121.0 tetraidro- 
folato é o receptor do átomo de carbono p (C-3) da serina 
formando uma ligação mctileno entre N-5 e N IC do tetrai- 
droíolato para liberar .V\pV M '- mel ilenotclraidrofolato (veja Fig. 
18-16). A reação global* que é rwfdid. umbém requer piri- 
doxal fosfato, 

No fígado dos vertebrados** glidna pode ser sintetizada por 
outra rota (o inverso da reação mmlrada na Fig. 18-1 9b), catali- 
sada pela enzima glicina sín tase: 

CQ» + NH| + XADH * H* * .^^inAilnuiieinyniâibio * 

gtktnj + NAI> + tetrajdrofoUio 

As bactérias e os vegetais produzem o enxofre reduzido ne- 
cessário para a sintese da cisterna { c da melionina, descrita adi- 
ante I a partir de sulfatos encontrados no meio ambiente; a via é 
mostrada na Figura 22 - l J, O sulfato e ativado em dois passos e 
produz 3-fosíóadlenosina 5'-rosfosaulíato íPAPS)* o qual é re- 
duzido a sulfeto pela recepção ile oito elétrons. O sulfeto é, en- 
tão, empregado na síntese da cisterna a partir da serina em uma 
via de dois passos. Nos mam iíeros, a c istefna é sintetizada a pa rts r 
de dois outros aminoacidos: a metkmtna fornece o átomo de 
enxofre, e a serina entra cum o csqudeto carbônico. A metioni- 
na é primeiro convertidaernS-adenosilmetmmna (veja Fig. 18- 
17) e esta pode ceder seu grupo metila para qualquer um dos 
muitos receptores e se transformar em Ç-gdimosilomoci&teína. 
Fs.se produto, desprovido do grupu metila, é hidrolisado para 
liberar a homocistema. A seguir, a hnmudsteína reage com a 
serina em uma reação catalisada pela cistatlonina-p-sintasepara 
liberar cistationina (Fig. 22-14). No último passo, a cistationi- 
na-y-liase, uma enzima que requer PLP, catalisa a remoção de 
amónia e a divagem da cistitionint para liberar, enfim* a dsteí- 
na livre. 
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FiflUfi 21*10- Biúisintese úa pratmi * -da arginina a partir óo glu- 
tamato *m bactérias Todos os cinto Aiomos de carbono da prolina 
ongmam-se do glutamato. O irsemi-átdefdo na v<a da profina soítç urna 
tidização rápida e reversível para A^pirralina^^cartjQXilato (P5C) tom o 
equllrbop, favorecendo a formação do P5C Essa ciclização é evitada na 
via ornitiirta/arginina pela acetilaçâo do a-amlnogrupo do gluTamato no 
primeiro passo de remoção do grupo acebla depois da transaminaçfio 
Embora algumas bactérias não tenham a arginssee, portanto, também o 
eido da uréia, elas podem sintetizar a arginina da ornitina em passos que 
são paralelos àqueles do ciclo da uréia, tendo a citruima e o argimnosut- 
c inato como intermediários (veja Fig. tfi-9) 
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Figura 22-11 - A reação da ornitina £-arnmotransferase: uma pas- 
so na via da proiína nos mamíferos Essa enzima é encontrada na 
matriz mitocondrial da maioria dos tecidos. Embora o equilibro favoreça 
a formação de P5C r a reação reversa é a única vta dos mamíferos para a 
síntese da ornitma (e, assim, também da arginina) quando os níveis de 
arginina são insuficientes para supriras necessidades da síntese protéica. 


Figura 22-12 - Bíossintese da ser i na a partir do l-fosfoglicerB’ 
to e da glicína a partir da serina em todos os organismos A 

gkma também á feita a padir de CO; e NHj pela ação da glicina 
sintese, a qual emprega A^A^-metilenotetraidrofolato como doa- 
dor do grupo metila (veja o texto). 
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Figura 22-14 - Biossíntese da clstelna a partir de serina e homocis- 
teína nos mamíferos. A homúcistefna é formada da metionma, confor- 
me descrito no texto. 


Três aminoácidos não-essenciais 
e seis essenciais sio sintetizados 
do oxaloacetato e do piruvato 

A alanina e o aspartato sio sintetizados do piruvato e do oxalo- 
acetato, respectivamente, por transaminação desses ácidos com 
o ghitamato, A asparagina é sintetizada por ami dação do aspar- 
tato, com a glutamína doando o NH|. Esses aminoácidos sio 
não -essenciais e suas vias biossintéticas simples são encontra- 
das em todos os organismos. 

Os aminoácidos metíoninaj (reonina, li sina , isoleucina, va- 
lina e leucina são essenciais. As vias biossintéticas para esses 
aminoácidos são complexas e interligadas. Em alguns casos, ocor- 
rem diferenças significativas entre as vias respectivas presentes 
nas bactérias, fungos e vegetais. As vias bacterianas estão resu- 
midas na Figura 22-15. 

O aspartato dá origem à metionína, à treonina e à Usina. 
Pontos de ramificação ocorrem no nível do aspartato -p-semi- 
aldeído, um intermediário nas três vias e na altura da homosse- 
rina, um precursor da treonina e da metionina. A treonina, por 
sua vez, é um dos precursores da isoleucina. As vias da valina e 



isoleucina compartilham quatro enzimas (Fig. 22- 15, passos ® 
a @). O piruvato dá origem à valina e à isoleucina em vias que 
começam com a condensação de dois carbonos do piruvato fna 
forma de hidroxietil tiamina piro fosfato; veja Fig. 15-9) com 
outra molécula de piruvato (via da valina) ou com o a-cetobu- 
tirato {via da isoleucina). O a-cetobutirato é derivado da treo- 
nina por meio de uma reação que requer piridoxal fosfato {Fig. 
22-15, passo ©). Um intermediário na via da valina, o a-cetoi- 
sovai erato é o ponto de partida de ramificação para uma via com 
quatro passos que leva até a Leucina (passos @ a@). 

Corismato é um intermediário-chave 
na síntese do triptofano, da fenilalanina 
e da tirosina 

Embora o anel benzênico seja muito estável, anéis aromáticos 
não são facilmente disponíveis no meio ambiente. A via ramifi- 
cada que leva aos aminoácidos triptofano, fenilalanina e tirosi- 
na. que ocorre nas bactérias e vegetais, é a principal rota biológi- 
ca de formação do anel aromático. Ela ocorre pelo fechamento 
em anel de um precursor alifátíco, seguido de adições sucessivas 
de duplas ligações. Os primeiros quatro passos resultam na pro- 
dução de shikimato, no qual moléculas de sete carbonos $âo de- 
rivados da eritrose-4-fosfato e do fosfoenolpíruvato (Fig. 22- 1 6). 
O shikimato é convertido em corismato em três passos subse- 
qüentes que incluem a adição de mais três carbonos de outra 
molécula de fbsfoenolpiruvato. O corismato è o primeiro ponto 
de ramificação, com um ramo que leva ao triptofano, e o outro, 
à fenilalanina e à tirosina. 



Na ramificação que leva ao triptofano {Fig. 22-17), o coris- 
mato é convertido primeiro em antranilato, Nessa reação, a glu- 
tamína fornece um nitrogénio que, em última instância, torna- 
se parte do anel indol quando completado. O antranilato sofre, 
então, condensação com o PRPP. O anel indol do triptofano é 
derivado dos carbonos do anel e do grupo a mino do antranilato 
somados a mais dois carbonos derivados do PRPP. A reação fi- 
nal na sequência é catalisada pela triptofano sintase, uma enzi- 
ma com uma estrutura em subun idades do tipo etj (3j. A enzima 
pode ser dissociada em duas unidades ot e em uma unidade 
que catalisa partes diferentes da reação global: 

lndol-3-glicero] fosfato jtutwnit)fl( | f g » indol + glkeraldeIdo-3 -fosfato 

Tndol + serina * triptofeno + HjO 

subun ida4kp: 

A segunda parte da reação requer um piridoxal fosfato como 
co- fator ( Fig. 22 - 18). O indol não é liberado pela enzima, mas se 
move, através de uma cavidade cheia com o solvente do sítio 
ativo da subunidade a, para o sítio ativo da subun idade |i, onde 
ele se condensa com uma base de Schiff intermediária, derivada 
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da serina e do PLR Esse tipo de canalização de intermediários 
pode ser ama característica da via inteira, que vai do corismato 
ao triptofano. Os sítios ativos das enzimas catalisando os dife- 
rentes passos da via (e, muitas vezes, passos não-seqüenciaís) 
são encontrados em um único polipeptídeo em alguns fungos e 
bactérias, mas são proteínas separadas em outros, Além disso, a 
atividade de algumas dessas enzimas requer uma associação não- 
covalente com outras enzimas da via. Essas observações suge- 
rem que todas são parte de um grande complexo multienzimá- 
tico em procaríotos e eucariotos, Embora esses complexos ge- 
ralmente não sejam preservados intactos quando as enzimas são 
isoladas com o emprego de métodos bioquímicos tradicionais» 
estão se acumular do evidencias da existência nas células de com- 
plexos multienzimiticos, quer para esta quer para várias outras 
vias metabólicas (veja pág. 418). 

Em vegetais e microrganismos, a fenilalanina e a tirosina 
são sintetizadas do corismato por meio de vias mais simples, 
que empregam o intermediário comum prefenato (Fig, 22-19), 
Mos dois casos, o passo final é a transaminação com o glutamato. 

OOC— CH i — N H — CH n — P O f 
ülifosato 

Nos animais, a tirosina pode ser feita diretamente da fenila- 
Eanina por meio da hidroxilaçâo em C-4 do grupo Fenil pela fe- 
nüalanina hidroxilase, que também participa na degradação da 
fenilalanina (veja Figg. 18-22 e 18-23), A tirosina é considerada 
um aminoácido não -essencial apenas porque ela pode ser sinte- 
tizada da fenilalanina, que é um aminoácido essencial. 

A biossíntese da histidina emprega 
precursores da biossíntese de p uri nas 


Ríbc(re-S -fosfato 

_ 1 

I Histidina 


Em rodos os vegetais e bactérias, a via biossintética da histidina 
é diferente em vários aspectos das vias correspondentes dos ou- 
tros aminoãcidos. A histidina é derivada de três precursores (Fig, 
22-20): o PRPF fornece cinco carbonos, o anel da purina do ATP 
fornece um nitrogênio e um carbono, c o segundo nitrogênio 
do anel da histidina vem da glutamina. Os passos decisivos são a 
condensação do ATP e do PR PP (o N-l do anel purina torna-se 
ligado ao C-l ativado da ribose no FRPP) {passo ( 7 ) na Fíg. 22- 
20), a abertura do anel de purina que em última instância deixa 
N- 1 e C-2 ligados na ribose (passo (3)} + e a formação do anel 
imidazol, em uma reação durante a qual a glutamina entrega 
um nitrogênio (passo (5)). O emprego de ATP, como um meta- 
bólito, cm vez de um eo-fator de alta energia, é inusitado, ma* 
não representa um desperdício, porque ele se encaixa na via bios- 
sintética da purina. Depois da transferência de N-l e C-2, o re- 
manescente da molécula do ATP é liberado, o 5-amínoimida- 
zol-4-carboxamida ribonudeoüdeo (AlCAR), um intermedia- 
rio na biossíntese das purinas (veja Fig. 22-31), que pode ser 
rapidamente reciclado em ATP, 

A biossíntese de amirtoácidos 
ê regulada de forma alostérica 

A maneira mais sensível de controle da biossíntese dos ami- 
noáddos é por meio da inibição por retroalimentação (“feed- 


back") da primeira reação da seqüência biossintética exercida 
por seu produto final. Fm geral, em uma via metabólica, a pri- 
meira reação da seqüência é irreversível e catalisada por uma 
enzima alostérica, Como exemplo, a Figura 22-21 mostra a 
regulação alostérica da síntese da isoleucina a partir de treo- 
nina, já discutida anteríormente (veja Fig. 22- ! 5), O produto 
final, a isoleucina, é um modulador negativo da primeira rea- 
ção na sequência. Nas bactérias, essa modulação alostérica ou 
não-covalente da síntese de aminoácidos tem grande sensibi- 
lidade e apresenta respostas adapta t ivas em tempos da ordem 
de minuto. 

A regulação alostérica pode ser consideravelmente mais com- 
plexa. Um exemplo é o notável conjunto de controles alostéri- 
ços exercidos na atividade da glutamina sintetaseda E coli (Fig r 
22-6). Sabe-se agora que, nessa bactéria, seis produtos do meta- 
bolismo da glutamina funcionam como moduladores retroati- 
vos negativos da atividade da glutamina sintetase, e os efeitos 
globais desses e de outros moduladores são mais que simples- 
mente aditivos. Esse tipo de regulação é denominado inibição 
concertada. 

Como os 20 aminoácidos precisam ser produzidos nas pro- 
porções corretas para suprir a síntese de proteínas, as células 
desenvolveram maneiras de controlar não apenas a velocidade 
de síntese dos aminoácidos individuais, mas também de coor- 
denar a formação de todos eles entre si. Tal coordenação é espe- 
dalmente bem desenvolvida em células bacterianas em multi- 
plicação rápida. 

A Figura 22-22 mostra como as células da £, raJi coorde- 
nam a síntese de Usina, metionina, treonina e isoleucina, todas 
obtidas a partir do aspartato, deixando evidentes vários tipos 
de padrões importantes de inibição. O passo do aspartato para 
aspartil-J3- fosfato é catalisado por três isozimas, cada uma delas 
podendo ser controlada independentemente por diferentes 
moduladores. Essa multiplicidade enzim ática impede que um 
produto final bios sintético possa bloquear passos decisivos em 
uma via quando são necessários outros produtos dela. Os passos 
de aspartato (i-semi -aldeído até homosserina e de treonina até 
a-cetobutirato (Fig. 22-15) também são catalisados por duas 
isozimas controladas independen temente» Uma das isozimas 
para conversão do aspartato em a spartíl-p -fosfato pode ser ini- 
bida aloste ricamente por dois moduladores diferentes, li sina e 
isoleucina, cuja ação é mais que simplesmente aditiva. Esse é 
outro exemplo de inibição concertada» A sequência de aspar- 
tato até isoleucina mostra inibições múltiplas por retroalimen- 
tação negativa superpostas; por exemplo, a isoleucina inibe a 
conversão de treonina em a-cetobutirato (como descrito acima) 
e a treonina inibe a sua própria formação em três pontos nos 
quais comparecem os intermediários: homosserina, aspartato 
[3-semi -aldeído e aspartato (passos (§), (^) e(T) na Fig» 22-15). 
Essa ação geral é chamada de inibição por retroalimentação 
seqüendal. 

Moléculas Derivadas 
dos Aminoácidos 

Fm adição ao seu papel de unidades fundamentais comas quais 
são construídas as proteínas, os aminoácidos são também pre- 
cursores de muitas biomoléculas como hormônios, coenzimas, 
nucleotídeos, alcalóides, polímeros de paredes celulares, porfi- 
rinas, antibiótico*, pigmentos e neurotransmissores. Descreve- 
remos agora um grande número de vias metabólicas por meio 
da»s quais o»s aminoácido* atuam como precursores para outras 
biomoléculas. 
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Figura 22-15 - Biossintese de seis aminoácidos essenciais nas bac- 
térias a partir do oxaloacetato e piruvato: metionína r treonina,. 

1 Es I na, Isoleuclna, va li na e leucína As enzimas para os 25 passos são: 
(T) aspartato quinase, © asgartato-p-semi-aldeido desidnogenase, (5) 
homosserina desidrogenase, ©homosserina quinase, ©treonina sinta- 
se (uma enzima PLP). ® homosserina aciltransferase, ® cisiationina-y- 
sintase (uma enzima dependente de PLP), ® ristationina-tJ-liase (uma 
enzima PLP), © metionina sintase,@diidnopieQlinato smtase, ©á^-pi- 
pe ridi na-2,6-dka rbox ilato desidroge nase, © W-succi n il -2-ami no-6-ceto- 
pimelato sintase, ©succinil diaminopimelato aminotransferase (uma 
enzima PLP), @succinil diammapimelato dessucdnilase, © diaminopi- 
melato epimerase, ©diaminopimelato descarboxilase, ©treonina dei- 
dratase (serina deidratase: uma enzima PLP) r ©acetcilactato sintase (uma 
enzima TPP),©a-cetoidro>fiâcidQ is&mera redutase,@diidnoxiácido dei’ 
dratase,@valina aminotransferase (uma enzima PLP),©a-isopropÍma- 
latú sintase,@isopropilm&lato JSomerase.@uma desidrogenasee@leu- 
cina aminotransferase (uma enzima PLP). Note que L r L-a-£-diaminopime- 
lato, o produto do pas50©é simétrico. Os carbonos derivados do piruvato 
(e o grupo amino derivado do glutamato) n5o podem ser seguidos além 
desse ponto, porque reações subseqüentes podem -colocá-los em qual- 
quer extremidade da molécula da lisma. 
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Figur* 22-16 - Sini«t do corismato. um intermediário nj síntese 
dos aminoácídof aromáticos em bactérias e vegetais Todos os ato- 
mos de carbono da molécula do tonsmatu sâo derwados Ou da entro- 
ie-4-íosf»to (purpurai ou do fosfoenoipiruvato (vermelho) As eruimas 
desta JÍ? 4ao ® 2 <tto * 3 'dew*^P-arabinoepiuki5onato-7-fc^ aio wn- 
tase r Q) desidroquinaio s-ntase <D 3-desdioqmnato desidraiase 0 
sihiktmato desidrogenase © shikimato qumase, © S-enoIpruvil shiki- 
mato- 3 -fosfato smiase e @ consmalo simase Note gue o passo 0 
nequer NAD* como um oo-falor e que o mesmo WAD' e liberado «m 
soírér nenhuma mudança Ele pode ser reduzido Ltánsientemenie em 
NADH durante a reação. para produzir um intermediário oxidado da 
reação O passo ®é Wbkto por giifasato {o ingrediente ativo no herbi- 
cida Roundup- ta rgamente empregado), um inibidor competitivo da en- 
zima O herbicida t relatrva mente não-tóxico para mamíferos, jã que 
eles não possuem- essa via. Os nomes químicos quinato, shíkimato e 
corismato são derivados dos nomes de vegetais nos quais se verificou 
q ue esses i ntermedi Arios se acumul am . 


Figura 22-1? - Blosslntese do tríptofano a partir do corismato 

em bactérias <? vegetais As eniimas são: © antramlato smlase, 
©antranUato tosfombosil Uansferase, © ^'-fosfombosiD-anlra- 
nilato isomerase, @ jndol' 3 -gücerO'l fosfato sintase e © inptoíano 
simasè Na f ooír, as enzimas que catalisam os passos (f) e 0 sAo 
subumdades de um únco complexo denominado antramlato sifitáse 
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PLP-am inoacrilato 
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Figura 22- IS - A reação da triptofano sinta» Essa enzima catalisa uma reação de muitos passos e com diferentes tipos de nearranjos químicos. 
Pnmeíro, h| uma clivagem aldol para formar mdol e liberar gliceraldeldo-3-fosfato; essa reação nâo requer PLR O próximo passo è a desidratação da 
serina para formar um intermediário PLP-ammoacrilato. O iridol condensa-se com esse intermediário e o produto é hidrolisado para liberar triptofano. 
Essa transformação facilitada pelo PLP ocorre no carbono p do aminoátido, em oposição ás reações no carbono ct descritas na Figura 1B-6. O carbono 
0 da serina è ligado ao sistema anel do indol, 
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ftgura 22-19 - 8>ois*ntr»c da fen Ialan ma e da tnou- 
n* a ps ii ir do tori&mafo em vegetais e bactérias As 

enzimas são : © commato muiase, © pretendo ttesdra- 
genase e (D prefertâto desidrata» A conversão oo caris- 
mato em prefenato è um raro exemplo bioJôgicú do rear- 
ranjo de Glgisen. 
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A glitina á um precursor das porfírínas 

A biosslmese das porfirinas, nas quais a gticma é um grande 
precursor, ê o nosso primeiro exemplo, devido ,i importância 
central do núcleo das porfirinas ms hemoproteínas, como a he- 
moglobina s os citocmmtjs. As porfirinas são construídas com 
quatro moléculas do derivado monopirrúlko chamado porfo- 
biiinogénm ' Fig. 22-23). Na primeira reação dessa via, a glicina 
reage com o sucdnil-CoA para liberar ct-ami rui -jj- ceroadipá to, 
o qual é então descai hoxií ido para dar o 5-aminolcvu! inato, 
Duas moléculas de íwmmolcvulinaio condensam-se para for- 
mar o porfübiHrLogénio c, por meio de uma série de reações en- 
zimilkas complexas, quatro moléculas de porfobilmogéirki jun- 
tam -se para formar a protoporfirina. O átomo de terno somente 
é incorporado deposs que a molécula da protoporfirina ii foi 
montada. A biossintese da porfirtna é regulada peb concentra- 
ção da hemoproteím a ser produzida, tal como a hemoglobina, 
que pode servir como inibidor retroativo dos primeiros passos 
na sfmefie da porfirina. Na espécie humana, defeitos genéticos 
de determinadas enzimas da via biossintéliea das porfirinas pro- 
vocam o acúmulo de seus intermediários. Essas doenças genéti- 
cas são conhecidas como porfirias (Adendo 22-1). 

A degradação do hem# forma os pigmentos bi liar es 

A ferroporfirina ou grupo heme da hemoglobina liberada dos 
cri l roei tos que morrem no baço é degradada para liberar Fe’* 


livre e, em última instância, bilirrubim, um derivado telrapir- 
rólico Jínear (aberto), A bílirrublna liga-se à albumina sérica eé 
transportada para o fígado, onde é transformada no pigmento 
biliar hüirrubina digliammidio, Esse composto é hidrossolúvel 
o suficiente para ser excretado junto a outros componentes da 
bile no intestino delgado, Quando a função hepática é insufici- 
ente ou ocorre bloqueio da secreção biliar, a bilirmbma extrava- 
sa para o sangue, provocando coloração amarei. id a da pele e dos 
glóbulos oculares, uma condição chamada icterícia. A determina- 
ção da concentração da bdirrubina no sangue, cm casos de icle- 
ncia, e útil no diagnôstko de doenças hepáticas subdinkas. 
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Figura 22-2Q - Biossíntese da hístidina em vegetais e bactérias. Os átomos derivados do PRPP e do ATP estão sombreados em vçrmePho e azuP, 
respectivamente. Dois dos nitrogêmos da histrdina sâo derivados da g lutam ma e do glutamato (verde). As enzimas desta via sáo: ©ATP fosfombosN 
transferase, © pirofosfoidrolase, © fasforribosil-AMP ddoidroíase, @ fosforribosilformimino-S-aminoimidazol-A-carbOHanfiida ribonucredtídeo iso- 
merase, © qlutamina amiríotransferase, © imidaznl gliceraFB -fosfato desidratase, © L-histídiool fosdato aminotransferase, © histidinol fosfato 
fosfatase e Cl) histidinol desidrogenase, Note que o derivado do ATP que permanece depois do passo © (AICAR} é um intermediário também na 
biossíntese de purinas (Fig. 22-3 t) r de tal forma que o ATP é rapidamente regenerado. 



Figura 22-21 - Regulação alostérica da biossinte- 
se da isoleudna. A primeira reação na via que leva 
da treonina até isoleudna é inibida pelo seu produto 
final, a isole uci na. Esse foi um dos primeiros exemplos 
descritos de inibição alostérica por retroalimentação 
("feedback 1 '). Os passos, desde a-tetobutirato atéiso- 
leucina, correspondem aos passos ® até© na Figura 
22-15 (cinco passos porque ®è uma reaçao em dois 
passos). 
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Figura 22-22 - Rede dos mecanismos reguladores 
interconectados na blossíntese de vários amino- 
ácldos derivados do âspartato na £. ca li. Três enzi- 
mas (A, B, C) possuem duas ou tnfis formas isozlmicas, 
indicadas pelos números subscritos. Em cada caso, uma 
das isozimâ5 (A Jr B- e C 3 ) não possui qualquer regula* 
çáo alostérica; essas formas sáo reguladas em nível ge- 
nético {Capítulo 23) pela variação das quantidades sin- 
tetizadas. As sínteses das isozimas A 3 e B- são reprimi- 
das quando os níveis de metionína são altos, e a síntese 
da isozrma C ? é reprimida quando os nívers de isoleu- 
cinas são altos. A enzima A e a aspartato quinase; B, a 
homossenna desidrogenase; C, atreonina desidratase 
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! Adendo 22-1 Bioquímica de reis « de vampiros 


As porfims são um grupo de doerias genéticas nas 
quais defeitos na síntese de en/imas da vn biossín- 
íéiica que vai da glkma até as porfirnn levam a 
um acumulo de precursores da porfirina nos eri- 
trõcitos, nos fluidos corporais e no figa do A forma 
m aís comum é a porfiria intermitente aguda pro- 
vocada por uma deficiência na porfobilinogên» dr- 
samínase [veja Fig, 22-22)* A maioria dos indiví- 
duos afetados é heterozLgota geral mente assinto- 
mátíca, porque a cópia normal do gene Fornece um 
nível suficiente da enzima com função normaJ. 
Entretanto, iatores ambientais ou nutricionais pou- 
co conhecidos podem provocar, nesses indivíduos, 
um aumento nas concentraçfles de 5-amLnolevuIi- 
nato e porfbbilínogênio, Levando a surtos de dor 
abdominal aguda e á disfunção neurológica. O rei 
George III s monarca britânico durante a Revolu- 
ção Americana de independência e um homem sen- 
sato em circunstâncias normais, sofreu vários epi- 


sódios de loucura aparente que mancharam seu de- 
sempenho real Os sintoma* exibidos nessa condi- 
ção sugerem que George III sofria de porfina agu- 
da intermitente. 

Uma das porfiria» mais raras, que afetam pcinrí- 
palmenie os erilrócilos, resulta do acumulo de uro- 
portlrinogénio I, um isómero anormal de um dos 
precursores da protopor firma. Esse composto tinge 
a urina de vermelho, faz com que os dentes exibam 
fluorescência forte sob luz ultravioleta e deixa a pele 
anormalmenre sensível á luz solar. Devido à síntese 
insuficiente do hetne, os indivíduos afetados são, 
com freqilíncia, anímicos, Essa condição genética 
pode ser a origem dos mitos sobre vampiros das len- 
das populares. 

Os sintomas da maioria das porfirias são agora 
facilmente controlados tom mudanças na alimen- 
tação nu com a administração de heme ou deriva- 
dos do heme. 
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Os aminoáádos são necessários 

para a biossintese da creatína e da glutationa 

A fosfocreatina, derivada da creatina, é um importante reser- 
vatório de energia no músculo esquelético (pág, 397 J. A crea- 
tina é sintetizada da glidm c da argininii (Fig, 22-24), e a me- 
tionina, como S-adenosilmelionim, é a doadora de grupos 
mettla. 

A glutationa (GSH) está presente em vegetais, em animais 
e em algumas bactérias, géralmente em concentrações altas, e 
pode ser vista com um tampão redox. Ela é um tripcplídeo for- 
mado por residum de glícina, glutamaio e cisteina tFig. 22- 
25), O primeiro passo na sua síntese é a ativação do grupo y- 
carboxíla do glutamaio pelo ATP para formar um aci 3 -fosfato 
intermediário que reage com o grupo a -amino da dsleína. O 
segundo passo ê similar, com o grupo a-carbotila da ctsteina 
ativado, formando um acil- fosfato que permite a condensação 
com a glícina 

A glutationa provavelmente ajuda a manter, no estado re- 
duzido, os grupos sulfidrila das pmtetna* c o ion ferro do grupo 
hrrne no estado ferroso (Fe 1 * ). funcionando ainda como agente 
redutor para a glutarteduxina duranle a cmtesçde desojcimbo- 
nudeotideos (veja Fig. 22-37). A sua furtçào redos pode tam- 
bém ser empregada na remoção de peroxtdos tóxicos que* sob 
ojrtcbçòes aerobicas, formam-se no curw do crescimento c o o 
metabolismo: 


2GSH 4 R — O — O — H > USSU * HiQ + R— PH 

A forma oxidada da glutationa fGSSG) contém duas moléculas 
do tnpeptidea unidas por uma ligação dissulfeto (Ftg. 22-25). 
Essa reação é catalisada pda glulatmn a pçroxidasc, uma enzima 
notável pelo fato de conter um átomo de scléniu (Se) Ligado ca- 
valentemente na forma de seknocistrím fveja Fig. 5-8a) t es- 
sencial para a sua atividade . 

D-Aminoáddos são encontrados 
prima ria mente em bactérias 

Os D-a mino ácidos não ião, geral mente, encontrados fazendo 
parle da estrutura primaria das pfotcirias, mas servem a algu- 
mas funções especiais na estrutura de paredes celulares bactéria - 
nas e em antibióticos peplidicos. Os peptidcoglicanos (vefa Fig. 
9- 19) das bactérias contém Jr- ala nina e lr-gtuiamaio- Os I>-ami- 
noáddus surgem direta mente dus isómeros L pela ação dos ami- 
noácldos racemases, as quais tèm o piridoxal fosfato como um 
co-fatnr necessário (ve^a Fig. L8-6). A raccmizaçáo dos amiruá- 
eidos é importante para o metabolismo bactéria no e essas enzi- 
mas, como a aknina racemase, representam alvos primários para 
os agentes farmacêuticos, Um de tais agentes, a L.-fluoroalanina, 
está sendo testado como uma droga antibacteriana. Outro, a ci- 
closserina, já é empregado para tratar a tuberculose, Como am- 
bos os inibidores também afetam algumas enzimas humanas que 
necessitam de PLP, des potencial mente possuem efeitos colate- 
rais indesejáveis. 




Figura 22-24 - Biossintese da creatina e da fottocrtaiina A ueatm* 
é sintetizada 3 partir de três aminoácFdos gtiona, anjnma e meiionirvi 
Esta via mostra a veraatilidatíe uos aminoacioos corno precursores na b»os- 
síntese de outras taom-oléoilas nitrogenadas 


Os aminoácidos aromáticas são precursores 
de muitas substâncias vegetais 

Nos vegetais, os aminoácidos fenilalanina, rim sina e triptofano 
são convertidos em uma grande variedade de compostos im- 
portantes, O polímero rígido Ligrúna è derivado da bilallflilU 
e da tirosína e, nos tecidos vegetais, apenas a celulose é mais abun- 
dante do que ele. A estrutura da lignina é complexa e não está 
bem esclarecida, A fenikianina e a tirosína também originam 
muitos outros produtos naturais de importância comercial, in- 
cluindo os taninos, que inibem a oxidação dos vinho»; alcalóides, 
que, como a morfina, exibem potente» efeitos fisiológicos; e com- 
ponentes flavo ri zantes de produtos como óleo de d nu mono ou 
canela, noz-moscada, baunilha, cravo e pimenta de Caiena, 

O triptofano dá origem ao vndol-3-acetato ou auxilia (Hg, 
22-26), que é o hormônio de crescimento vegetal. Essa molécula 
tem sido implicada np regulação de um largo espectro de pro- 
cessos biológicos nas células vegetais. 


661 



Figura 22-25 - Biossintese e estrutura da glutationa. Estão representadas- as formas reduzida e oxidada da glutationa, 
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Figura 22-26 - Duas substâncias cuja bíossintcse se faz a partir 
de aminoâcidos, (a) Indol -3 -acetato (auxina) e (b) cinamato (aroma de 
canela}. 


05 aminoá eidos são convertidos em 
aminas biológicas por descarboxrlação 

Muitos neurotransmissores importantes são aminas primárias 
ou secundárias derivadas dos aminoácidos por meio de vias sim - 
pies. A lí m disso, algumas poliam mas que estão complexadas com 
o DNA são derivadas do aminoácido omiti na, um componente 
do ciclo dá uréia. Um denominador comum de muitas dessas 
vias é a reação de descarboxilaçao dos aminoácidos, uma reação 
que envolve o piridoxal losfato (veja Fig. 18-6). 

À síntese de alguns neurotransmissores está ilustrada na 
Figura 22-27. A tirosina dá origem a uma família de catecota- 
minas que inclui a dopamina, norepinefrinp e epinefrina. Os 
níveis de catccolamina estão correlacionados (entre outras coi- 
sas) com mudanças na pressão sanguínea em animais. A doença 
de Parkinson, um distúrbio neurológico, está associada a uma 
subprodução de dopamina e tem sido tratada pela adminis- 
tração de L-dopa. Uma superprodução de dopamina no cére- 
bro está associada a distúrbios neurológicos, como a esqui- 
zofrenia. 

A descarboxilação do glutã mato dá origem ao y-aminobu- 
tirato (GABAh um netirotransmissor inibidor. Sua subprodu- 
ção está associada às crises epilépticas. O GABA é empregado na 
farmacologia do tratamento da epilepsia e da hipertensão arte- 
rial. Os níveis de CABA podem ser aumentados pela adminis- 
tração de inibidores da enzima GABA aminotranfe rase que des- 
trói o neurotransmissor. 

Outro neurotransmissor importante, a serotonma, è deri- 
vado do triptofanO por uma via de dois passos. 

Â hístidina é descarboxiiada para formar histamína, um 
vasodUatador potente, presente nos tecidos animais. A histami- 
na é liberada em grandes quantidades, como parte da resposta 
alérgica, ela também estimuia a secreção ácida no estômago. Um 
arsenal crescente de agentes farmacológicos está sendo projeta- 
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Figura 22*27 - Blosslrttesé de alguns neurotransm is soros a partir de aminoáCKÜos, 0 

pas&o decisivo á o mesmo em cada, caso: uma reação de desça rboxilaçâo dependente de PLP 
(sombreado em vermelho), 


do para interferir, quer com a síntese, quer com a ação da hista- 
mina. Um exemplo proeminente é o antagonista do receptor da 
histamina, a cimetídina (Tagamet) um análogo estrutural da 
hístamina que promove a cura das ú] ceras duodenais pela inibi- 
ção da secreção do ácido gástrico. 



C H 2 — N H— C— Ní 1— C II, 


Cli rnecidi na 
{Tagamel) 


Poliaminas, como a espermina e a espermidina, emprega- 
das no empacotamento do UNA, sâo derivadas da metionina e 
da ornitina pela via mostrada na Figura 22-28, 0 primeiro pas- 
so é a descarboxílaçiü da ornitina, um componente do ciclo da 
uréia e precursora da arginina (veja Fig. 22-IU). A ornitina des- 
earboxilase é uma enzima dependente de PLP e é o alvo de vários 
inibidores potentes desenvolvidos comercialmente como agen- 
tes farmacêuticos (Adendo 22-2), 


A arginina é o precursor empregado 
na síntese biológica do óxido nítrico 

Uma descorbeta surpreendente, realizada no meio da década de 
1 980, foi o papel do óxido nítrico (NO) como mensageiro biológi- 
co importante* já que previamente era conhecido principalmente 
como componente do “smog" Essa substância gasosa simples se 
difunde com facilidade através das membranas, embora sua grande 
reatividade química limite sua difusão a perto de I mm do ponto 
de produção, Na espécie humana, o NO desempenha funções em 
um variado espectro de processos fisiológicos que incluem neuro- 
transmissão, coagulação sanguínea e controle da pressão arterial, 
O mecanismo de açào está descrito no Capítulo ] 3 (veja pág. 349). 

O óxido nítrico é produzido da arginina em uma reação 
dependente de NADP catalisada pela óxido nítrico sintase,uma 
enzima dimérica relacionada estrutural mente com a NÀDPH 
citocromo P-450 redutase (veja Adendo 21-1). A reação é uma 
oxidação envolvendo cinco elétrons (Fíg. 22-29), Cada subuni- 
dade da enzima contém uma molécula de cada um dos quatro 
co-fatores: FMN, FÀD* tetraidrobiopterína e heme-Fe 1 *, O óxi- 
do nítrico é uma molécula instável e não pode ser armazenado. 
Sua síntese é estimulada pela interação da óxido nítrico sintase 
com o complexo Ca 2+ -calmbduiina (veja Fig. 13-19). 
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j Adendo 22-2 


Curando a doença do sono africana 
com um "cavalo de Tróia" bioquímico 


A doença do sono africana [também chamada tri- 
panossom íase africana) é causada por protistas (eu- 
cariotcs unicelulares)! chamados tripanossomos 
(Eig. J ), Essa doença (e outras causadas por tripa- 
nossomos) é de grande importância médica e eco- 
nômica em muitas nações subdesenvolvidas e até 
recentemente são tidas como incuráveis. As vacinas 
são ineficazes, pois esse parasita Lem um notável me- 
canismo de fuga do sistema imunológíco do hospe- 
deiro. A capa celular é recoberta por uma única pro- 
teína! a qual reage ao sistema imunológicu do hos- 
pedeiro, Mas, de vez em quando, algumas poucas 
células mudam para uma nova cobertura pmtéica 
que não é reconhecida pelo sistema imundúgico, 
Isso ocorre por um processo de recombínaçào ge- 
nética [veja Tabela 28-1). Esse processo de * mudan- 
ça de capa” pode ocorrer, talvez, centenas de vezes. 
O resultado é uma infecção cíclica crônica. O paci- 
ente desenvolve febre que desaparece à medida que 
o sistema Emunolúgico combate e começa a vencer 
a primeira infecção. Entretanto, as células que mu- 
daram de capa se tornam a semente para uma se- 
gunda infecção e a febre reaparece. Esse ciclo pode 
durar semanas e o paciente enfraquecido, com fre- 
quência, morre. 

Algumas abordagens modernas para o tratamen- 
to da doença do sono africana foram desenvolvidas 
baseadas na compreensão da enzimologia e do me- 
tabolismo. L, em pelo menos um caso, isso envolve 
agentes farmacêuticos projetados como inibidores 
de enzimas baseados no mecanismo de sua ação 
( í na ti v adores suicidas; veja pág. 204), Um pn ntn 
vulnerável no metabolismo desses organismos foi 
encontrado na via de biosstn.te.se das polia minas. 
As poliaminas espermina e espermidina são em- 
pregadas no empacotamento do D NA, e elas são 
necessárias em grandes quantidades nas células em 


processo de multiplicação. Ü primeiro passo na sua 
síntese é catalisado pela enzima ornitina descar- 
boxilase, uma enzima que requer PLP [veja Eig. 22- 
28). Nas células dos mamíferos, a ornitina des- 
carboxilase é rapidamente reciclada; isto é, ela í 
continuamente degradada e uma enzima nova é sin- 
tetizada para repô-la. Por razões não compreendi- 
das, a enzima do tripanossomo é estável e nâo é 
renovada de furma rápida por síntese. Um inibidor 
da ornitina descarboxilase que se liga permanente- 
mente ã enzima terá, assim, pouco efeito nas célu- 
las dos mamíferos que podem substitui-la rapida- 
mente por nova síntese, mas a enzima inativada dos 
parasitas não será substituída e a reprodução será 
inibida. 

Os primeiros poucos passos da reação normal 
catalisada pela ornitina descarboxilase, como de- 
terminado experimental mente, estão mostrados na 
Figura 2. A direção do fluxo dos pares de elétrons 
está mostrada por setas azuis. Uma vez liberadu o 
CQ 2 , o movimento de elétrons é revertido e é pro- 
duzida a putresdna (Eig. 22-28), Baseados nesse 
mecanismo, vários Inibidores suicidas foram pro- 
jetados para essa enzima, Um desses é a difluorme- 
tilornitína (DEMO). O DFMO é relativamente iner- 
te em solução, Quando, entretanto, ele se liga a or- 
nitina descarboxilase, a enzima é i media lamente 
inativada (Eig. 3). Esse inibidor fornece um absor- 
vedor de elétrons alternativo na forma de dois áto- 
mos de flúor estrategicamente colocados e que slo 
excelentes grupos aba n d on adores, Em vez de os 
elétrons moverem-se para a estrutura em anel do 
PLP, a reação resulta no deslocamento de um áto- 
mo de flúor. As cadeias laterais nucleofílicas dos 
aminoácidos (representadas por B:) no sítio ativo 
da enzima podem então reagir com o adueto ini- 
bidor- PLP, alta mente reativo, formando um com- 



Figura 1-0 agente causador da doença do sono africana: Jr^panosoma brucei 
rhodesiense 
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plexo covalente em uma reação essencialmente ir- 
reversível. Dessa forma, o inibidor faz uso do me- 
canismo de reação da própria enzima para destrui- 
la. O DF MO provou ser altamente efetivo contra a 
doença do sono africana em testes clínicos reali za- 
dos na África. 


Abordagens como essa representam grandes pro- 
messas para o tratamento de um grande número de 
doenças. A habilidade para projetar drogas basea- 
das em mecanismos enzimáticos e sua estrutura está 
substituindo o método tradicional de tentativa e erro 
para a produção de novas drogas. 


Ornitina 



Figura 2- Mecanismo da reação catalisada pela ornitina descarboxilase. 


PFMO 




f /> 


F \y F 

H 2 N — ÍCHd ,-Ç— C' jí 

I \y HjO H 2 K t — (CH a } a — Ç— cv> COj +■ F" 

NHj - ' v 


O 

4h 




H 

Píridoxal 

fosfato 


4 h V -2- 

L 

®— °— C Hj^OH 


XC 

¥ CH > 


^Enzima) li: , I 1 t H 

-* C 

H>K' — (CHíJj — t: 


Figura 3 - A inibição da ornitina descarboxiiase por ÜFMO, 



Biossíntese e Degradação 
dos Nudeotídeos 

Gímo foi discutido no Capítulo 1 0^ os nudeotídeos desempe- 
nham uma grande variedade de importantes papéis em todas as 
células, Eles são precursores do PNA e do RNA. O ATP e, em 
alguma extensão, o GTP são transportadores essenciais de ener- 
gia química. Os nudeotídeos são componentes dos co- fatores 
NAD, FAD, S-adenosiÍmetionina e eoenzima A, bem como de 
intermediários biossíntéticos ativados, como a UDF-glicose e 
CDP-diacilglieeml. Alguns, como o cAMP e o cGMP, também 
são mensageiros celulares secundários. 

Existem dois tipos de vias que levam até os nudeotídeos: as 
vias “de novo” e as vias de recuperação. A síntese “de novo” dos 
nudeotídeos começa com seus precursores metabólicos: ami- 
noáeidos, ribose-5- fosfato, CCb e NFU As vias de recupera- 
ção reciclam as bases livres e os nucleosídeos liberados na que- 
bra do* ácidos nucléícos, Os dois tipos de vias são importantes 
no metabolismo celular. 

As vias “de novo” para a biossíntese de purinas e pirimidi- 
nas parecem estar presentes em forma idêntica em todos os or- 
ganismos vivos. É notável o fato de as bases livres, guanína, ade- 
nina, t imitia, cltidina e uracil, não serem intermediárias nessas 
vias; isto é, as bases não são sintetizadas e ligadas à ribose, como 
se poderia esperar. A estrutura do and de purina é construída 
enquanto está ligada à ribose, durante o processo de adição de 
um ou de poucos átomos, de uma vez. O anel da pirimidina é 
sintetizado como orotato, ligado à ribose fosfato e, então, con- 
vertido nos nudeotídeos comuns de pirimidina empregados na 
síntese de ácidos nucléicos. Embora as bases livres não sejam 
intermediárias nas vias “de novo” elas são intermediárias em al- 
gumas das vias de recuperação. 

Vários precursores importantes são compartilhados pelas 
vias ( 'de novo” para as pirimidinas e purinas. O tbsfcmbosílpi- 
rofosfato (PRPP) é importante em ambos, e, aqui, a estrutura 
da ribose é mantida no nudeotídeo produzido, em contraste com 
seu destino nas vias do triptofano eda hístidina, discutido ante- 
riormente. Em cada via, um aminoácido é um importante pre- 
cursor: glicina, no caso das purinas, e aspartato, no caso das pi- 
rimidinas. Novamente, a glutamina é a fonte mais importante 
dos grupos amino, desempenhando esse papel em cinco dife- 
rentes passos nessas vias. O aspartato, fonte de um grupo ami- 
no, também é empregado duas vezes nas vias das purinas. 

Outras duas características merecem menção. Primeira, 
existem evidências, especialmente nas via “de novo" das puri- 
nas, de que as enzimas estão presentes como grandes comple- 
xos multienzimáticos, um tema recorrente em nossa discus- 
são do metabolismo. Segunda, a quantidade total de núcleo tí- 
deos nas células (excluído o ATP) é muito pequena, talvez 1% 
ou menos das quantidades necessárias para sintetizar o DMA 
celular Portanto, a síntese de nudeotídeos precisa continuar 
ocorrendo durante a síntese dos ácidos nucléicos e, em al- 
guns casos, pode limitaras velocidades de replicação e trans- 
crição do DNA. A importância desses processos nas células 
em multiplicação tornou os agentes que inibem a síntese de 
nudeotídeos particular mente importamos para a medicina 
moderna. 

Examinaremos posteriormente as vias biossintéticas dos 
nudeotídeos purínicos e pirimidínicos e sua regulação, a for- 
mação dos desoxinudeotídeos e a degradação das purinas e pi- 
rimidinas cm ácido lírico e uréia. Finalizaremos com a discus- 
são dos agentes quimioterápkos que afetam a síntese dos nu- 
cleotídeos. 


A síntese "de novo" das purinas começa 
com o fosfombosilpirofosfato (PRPP) 

Os dois nudeotídeos purínicos antecessores dos ácidos nudét- 
cos são: adenosina 5 r -monofosfatc> (A M P; <u leni la to) e giianosi- 
na .V-monofosfato ÍGMP; guanilato). Esses nudeotídeos con- 
têm as bases purínicas aderiria e guanína, respectiva mente. A 
Figura 22-30 mostra a origem dos átomos de carbono em nitro- 
gênio do anel purínico, como determinado por John Ruchanan, 
ao usar experimentos de marcação isotópica em pássaros. A via 
detalhada da biossíntese de nudeotídeos purínicos foi desen- 
volvida primeiro por BuchananeG. Robert Greenberg nos anos 
50. No primeiro passo comprometido da via, um grupo a mi no 
doado pela glutamina é ligado em C-l do PRPP (Fig. 22-31). A 
5-fbsfombosiJamina resultante é alta mente instável, com uma 
meia-vida de 30 segundos em pH 7,5. O anel purínico é subse- 
qüen temente construído sobre essa estrutura. 



John Huchanan 


eos, 



Nitrogénio da 
funide da glutamina 


Figura 22-30 - Origem dos átomos do anel purínico. Esta informa- 
ção for obtida por rneio de expenêrvcias que empregaram pnecursorgs 
marcados com U C e ^N. O formato foi suprido na forma rJeWMorrnilie- 
t^aidrofnlato. 


O segundo passo é a adição de três átomos do aminoácido 
glicina (Pig. 22-31 , passo (2)), Um ATP é consumido para ativar 
o grupo carboxila da glicina (na forma de acil- fosfato) para essa 
reação de condensação. O grupo a mino da glicina adicionado é 
então tbrmiíado pelo N 1D -forrniltetraidrofolato (passo (3)), e um 
nitrogénio é doado pela glutamina (passo (4)), antes da desidra- 
tação e do fechamento do anel de cinco membros imidazol dn 
núcleo da purina, que é liberado como 5-aminoimidazol ribo- 
nucleotídeo {passo (5)). 

Nesse ponto, três dos seis átomos necessários para o segun- 
do anel na estrutura puríníca já estão no lugar certo, 3 J ara com- 
pletar o processo, um grupo carboxila é adicionado primeiro 
(passo (D). Essa carboxilação é incomum, pois nào requer hio 
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Figura 27 - 31 - Síntese “de novo" dos nudeo- 
tideos purinicos: construção do amei purínico 
do inosinato (IMP). Cada adição ao anel è som- 
brearia de forma a concordar com a Figura 22-30 
Depois do passo ©, R simboliza o grupo 5-fosfo- 
D-ribosil no qual o anel purinico é construído. A 
formação de 5 ■fosforribosi lamina (passo (D) ê o 
primeiro passo comprometido com a síntese de 
nudeütídeos purínicos. Note que o produto do 
passo @ (AlCAR) è o remanescente da molécula 
do ATP que ê liberado durante a biossfntese da hrs- 
tidina {veja Fig, 22-20, passo (D). As abreviações 
são dadas para a maioria dos intermediários para 
simplificar a denominação das enzimas da via. As 
enzimas sãc © glutamina-PRPP amidotransfera- 
se r © GAR sintetase, (§) GAR transformilase, @ 
FGAR amidotransferase, {{]) FGAM qclase (AIR sin- 
tetase), © A^-CAIR sintetase, © A^-CAIR mutase, 
© SAICAR sintetase, © SAICAR liase ® AlCAR 
transforrmlase, (Jj) IMF sintase. 


tina; entretanto, ela usa o bicarbonato que, em geral, está pre- 
sente nas soluções aquosas; biológicas. Um rearranjo transfere o 
carbuxüato do grupo amino exoddico para a posição 4 do anel 
do imidazol (passo ® } -O aspartato então entrega seu grupo 
amino para o anel de imidazol em dois passos (® e ©): a for 
mação de uma ligação úmida t seguida pela eliminação do es- 
qudelo carbônico do aspartato (como fumara to). Lembre-se de 
que o aspartato desempenha um papd análogo em dois passas 
no eido da uréia (veja Fig. 18-9). O carbono final è cedido pelo 
A V W - formil lei raid rofola to (passo©), e um segundo fechamen- 
to do anel ocorre para liberar o segundo dos dois anéis fundidos 
do nudeo purinko (passo© 1 ). O primeiro intermediário a ler 
um and puriniçu completo é o inosmato (IMP), 

Como nas vias bkissin tét icas do triptofano e da hislidina, as 
enzinus, na via que leva ao IMF. parecem estar organizadas como 
grandes complexos muLtienzimátLcos na célula. A evidência, mais 
uma vez, vem da existência de poÈipepttdeus únicos ccrtn «rias 
funções, algum dos quais catalisam vários passos náo- sequen- 
ciais na via. Na» cd ulas eucariótkas, indo do leuedo alé » moscas 
das frutas e os pintinhos, os passos ©, ® c ® na Figura 22-31 
são catalisado» por tais proteínas multifuncionais* Proteínas 
multifuncionais adicionais catalisam os passos© e(§) c os pas- 
sos®*©. Nas bactérias, essas atividades são encontradas cm 
proteínas separadas, mas nessas células pode existir um com- 
plexo grande c nào-covalcnie, A canalização dos intermediários 
das reações de uma enzima para a próxima permitida por esses 
complexos é, provavelmente, especialmente importante no caso 
dos intermediários instáveis, como a 5- Fosforribosi lamina, 

A conversão do i nos inato em adenilato (Fig. 22-32) requer 
a inserção de um grupo amino derivado do aspar tttoí isso ocorre 
por meio de duas reações similares àquelas empregadas para in* 
trodurir N- 1 do anel dê purina ( Fig. 22-31, passos ® e ©}. 
Uma diferença decisiva é que o GTP é empregado em lugar do 


ATP como fome de fosfato de alta energia na síntese do adenil* 
suednato, O guanihto é formado pela oxidação do inosinato 
em C-2 usando NÀD\ seguido pela adição de um grupo amino 
derivado da glu lamina. O ATP é rompido cm AMP e PPj no pas- 
so final ( Fig. 22-32), 

A biossintese dos raudeotídeos purínko* 
é regulada por retroalimentação 

Três mecanismo» principais de retroalimentação cooperam na 
regulação da velocidade global da síntese "de novo" do» nudeo- 
tideos p Luíni cós e a» velocidades rd at s vas de formação dos dois 
produtos finais, adenda to e guanilato (Fig. 22-33). O primeiro 
desse» mecanismos de controle OCOrre n» primeira reação, que i 
única na síntese desse» nudeottdeos, a transferência de um gru- 
po amino pai? o PRFF para formar 5-fosfoiribaslanima, Essa 
reação c catalisada peta enzima alosterica glutamina-PRPP ami- 
dotransferase, da é inibida pelos produto» finais IMF, AMP e 
GMP. Esses mesmo» nudeotídeo» inibem a sime»e do PRPP a 
partir da ribose fosfato pela nbosc fosfalo pirofosfoquinase. O 
AMP e o GMP agem de maneira sinérgica nessa inibição. Assim, 
sempre que as concentrações de AMP ou GMP vão a valores 
excessivos, o primeiro passo na sua via de biossintese a partir de 
PR PP é inibido parciaJmente. 

No segundo mecanismo de controle, exercido em um está- 
gio posterior, um excesso de GM P na célula inibe a formação de 
xantanUato a partir de inosinato por açào da IMF desidrogena- 
se, sem afetar a formação da AMP (Fig. 22-33). Inversamente, 
um acúmulo de adenilato resulta nu inibição da formação de 
adem! suednato pela adeniUuccínato sintetase, sem afetar a bíos- 
síntese da GMP No terceiro mecanismo, o GTP é requerido na 
conversão de IMP em AMP, enquanto a ATP é requerido para 
Formar GMP a partir de IMP (veja Fig. 22*32), um arranjo recí- 
proco que tende a equilibrar a síntese dos dois ribonudeotídeo». 
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Figura 22-33 - Mecanismos de controle da biossíntese dos núcleo* 
tideos de adenlna e guanína na £. coíi A regulação destas vias em 
□utnos organismos é diferente. 


Os nudeotídeos pírimidínicos sá o sintetizados 
a partir de aspartato, PRPP e carbamil fosfato 

Os ribonucleotídeos pírimidínicos comuns sào a citidina 5 r -mü' 
uofosfato (CMP; citidílato) ea uridina 5 J -monofosfato (UMPi 
uri dilato), que contém as pirímidinas citosina e uracil A bios- 
síntese ll de novo” doa nueleotídeos pírimidínicos (Fig, 22-34) 
ocorre de forma um pouco diferente da síntese dos nucleotídeos 
purínicos; nesse caso, o anel pirimidínico com seis átomos é 
formado primeiro e depois ligado à ri bose- 5 -fosfato. Nesse pro- 
cesso, é necessária a presença de carbamil fosfato, que é também 
um intermediário no ciclo da uréia (veja Fig. 18-9). Entretanto, 
como notamos no Capítulo 18, o carbamil fosfato requerido na 
síntese da uréia, nos animais* é feito na mitocôndria pela carba- 
mil fosfato sintetase I, enquanto o carbamil fosfato necessário 
na biossíntese do anel pirimidínico é feito no citosol, por uma 
forma diferente de enzima, a carbamil fosfato sintetase II. Nas 
bactérias, uma única enzima fornece o carbamil fosfato para a 
síntese da arginina e das pirimídinas. A enzima bactéria na tem 
trés sítios ativos separados e espaçados ao longo de um canal de 
perto de 100 angstrons de comprimento {Fig. 22-35). À earba- 
mil fosfato sintetase bactéria na fornece uma ilustração vívida 
da canalização de intermediários instáveis entre diferentes sítios 
ativos. 


Aspariam 



Figura 22-34 - Síntese "de novo" dos nudeotldeo* pírimidínicos: 
síntese do UTP e do CTP via oroti dilato A pirimidina é construída do 
carbamil fosfato e do aspartato. A ribose-B-fosfato è adicionada ao anel 
pirimidínica completado pela orotato fosforribostl transfera». O primei- 
ro passo nesta via (nào mostrado aqui, veja Fig. 18-10) è a síntese do 
carbamil fosfato a partir de CO; e NHÍ, catalisada nos eucariotos pelo 
carbamil fosfato sintetase ll. 



Figura 22-35 - !nt«rm«Jiarios canalizadas na carbamil fosfato wrv 
tfuit baeta ri-ana A 'eaçâo tatâl&aoa por p«a ensina está >uvuada na 
Figura 18-10 As subunidatías grande p pequena estão mos! 'atlas «n 
azu e cirua, respetfwamenw A moiêcuia Oe gtulamina se liga A sublim- 
idade pequena e doa seu nitrogênio amido corno NHr em uma reação do 
tipo glutamna amidolransferase. Q NHJ entra em um canal (mostrado 
em amarelo) oue o leva a um segundo iltio ativo, onde ele se combina 
com o bicarbonato em uma reação que requer ATP (o ADR ligado nesse 
segundo sítio ativo está mostrado em azul) O carbamato reentra no ca- 
n#L pára chegar ao terceiro silro ativo, ondé i fcrttoriiado a carbarmil fos- 
lalo ío ADP ligado e*|á mostrado em verme) hoj o canal imevo mede 
peno de iOOa^gstrons 


O carhamíl fosfato reage com o aspurtal» para liberar N-car- 
bamiLispartalo no primam passo comprometido da btossíntese 
das pirimidinas* Essa reação é catàlift&dà pela asparlalo Lronscar- 
hn mil ase. Esse passo é altamente regulado nas bactérias e a enzJ- 
ma aspartato transearbainilase baetetiana é uma das enzimas alos- 
té ricas mais bem estudada, tomo se rd discutido mais adiante. O 
and pirimklínictj é fechado para formar o L-diidruurotato pela 
remoção de água do ft-carbamil asp.irtJtn. essa reação é catalisa- 
da peia diidroomCav Esse composto é ovidado para liberar o 
omtato, um derivado de pinrmdina em unia reação na qual o 
HAD* i □ último meptor de détrons, Nu* eucariotos, as primei- 
ra* três enzimas dessa via, carhamíl fosfato sintetase II* aspartato 
(ranscaitumiLase e diidrooratase, sãu partes de uma única proteína 
tr ifuncioniL Essa proicma, que ê conhecida pelo acrônimo CAD, 
contêm três cadeias polipepiídicas idênticas ( cada uma com M, 
230.000) e ca dia uma delas contém sítios ativos para todas as três 
reações. Isso sugere que complexos multienzimáticos grandes 
podem ser a regra tanto nessa via quanto nas demais, 

Uma vez formado o orotato, a cjJda lateral da rihose-5- 
foifato, fornecida mais uma vez pelo PRPP, é ligada a de para 
Liberar o orotídilato ( Fig. 22-34). O omtkUbto é então desça r- 
boxilaio para liberar o uridilaio e este e fosforilado para UTP-O 
CT? é formado do UTP pda ação da dtidilato smtetise. Essa 


reação ocorre por via de um intermediário ac El- fosfato (consu- 
mindo um ATP) e o doador de nitrogênio é, norma Imenie, a 
glutamina, embora o NIU possa ser empregado dii r tament e pe- 
las citidiUio sintetasçs de muitas espécies. 

A biossintese dos nudeotideos pirimidtnicos 
é regulada por inibiçào por retroalimentação 

A regulação da velocidade da síntese dos nucleotídeos de píri- 
midina nas bactérias ocorre em grande parte por meio da enzi- 
ma BJipartáto tran&carbamilase (ATCase), a qual catalisa a pri- 
meira reação dessa via metabólica e é inibida por CT P, o produ- 
to final dessa seqüênciá de reações (Fíg. 22-34). A motécub da 
ATCase bacíertana consiste de seis subunidades catalítica* e seis 
subunidides reguladoras i veia Fig. 8-24). As subunidades cata- 
Utica* unem-se às moléculas de substrato* c as subunklades alos- 
tericav ligam -se ao inibidor alosténco CTP. A molécula comple- 
ta da ATCase* bem como suas subumdadev, podem existir em 
duas conformações distintas, uma é ativa e a outra inativa. Quan- 
do as subunklades reguladoras estão vazias, a enzima exibe ati- 
vidade máxima. Entretanto, quando aumenia a concentração de 
UTP, cie ocupa as subunidades reguladoras e provoca uma mu- 
dança em suas conformações. Essa mudança é transmitida até 
as subun idades catalíticas que, então, mudam para uma confor- 
mação inativa. A presença de ATP impede essas mudanças indu- 
zidas por CTP. A Figura 22-3Õ mostra os efeitos dos reguladores 
alovlér icos na atividade da ATCase. 
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Figura 22-36 - Regulação akvstêrka da aspartato transcarbamilast 

por CTP e ATP a adição Oe CTP O.SmM. o m cndor akKtênco da ATC a», 
aumenia o Ka\ para o aspan ato (curva mais baixai e também a velocida- 
de de conversão do aspartato «n Wortumllaspartato. O AT P em ron- 
centrâçao dE O.BmM reverte lotalmente «se efeito (curva do meio) 


Os nudeosideos monofosfato são 
convertidos em nudeosideos tri fosfato 

Em geral, os nucleolidcos são empregados nas reações de bias- 
síntese na forma de nudeosideos tnfosfáta. As vias de conversão 
são comuns a todas as célula*. A fosforiUção de AMP em ADP é 
promovida peta adeniUtn quirrase. na reação 

ATP + AMP r ^ lAtJP 

O ADP, assim formado* é então fosforiladn á ATP pelas enzimas 
gliçnlfticas ou por meio da fosforilaçán oxidaliva. 

t) A1’P também realiza a formação de outros nudeosideos 
d i fosfato pela ação de uma classe de enzimas chamadas de ru- 
cLcosideo monofosfato quinases. Essas enzimas são especificas 
para uma deter nu nada base, mas inespccificas para u tipo de 
penlosc . is tu é, se ribose ou desoxirrihose. e catalisam a reação: 

ATP t NMT^^ADP + NDP 




A eficiência dos sistemas celulares para a reíuüforílaçâo da Á1>I J 
em ATP lendc a empurrar essa reação na direção dos produtos. 

Os nucleosideus difbsíato sâo convertidos para 1 rí fosfato pek 
ação de uma enzima ubíqua, a nudeosídeo difosfalo quina se, 
que catalisa a rcáçâo: 

STP U + NDP* x- » Xl>P r , + NTP* 

Essa enzima c notávd por não ser espeafka, quer para a haxe 
(pirimidinica ou purinica), quer para o açúcar I ribose ou deso- 
xirribose). Essa inespecificidade se aplica ao receptor de fosfato 
(A) e ao doador ÍDh embora o doador (lado esquerdo d* rei' 
ção) seja quase invariavelmente ATR uma vez que ele é o produ- 
to da respiração em condições aeróbkas e esti presente cm con- 
centrações maiores que outros nudeosideos tnfosfateu 

Os ribomideoiideos são precursores 
dos ÊtesoKinibonudeotideos 

Os desoxirribonudeotideos, as unkiades estruturais do UNA. 
sdo derivados dos ribonudeotídeos corres pondenies por meio 
das reações nas quais o átomo de carbono 2' da porção de l> 
ribuse dov rtbomidrolkdeos c direiamente reduzido para for- 
mar o derivado 2-rfcsoxi. Por exemplo, a adenostna d [fosfato 
(ADP) é reduzida para formar 2 -desoxiaderiosina difosfalo 
ídADP) cGDPé reduzido para formar dGDP. Essa redução é 
algo ineomum, uma vez que a redução ocorre em um carbono 
não ativado; n«io é conhecida nenhuma reação que lhe seja pro- 
ximamente análoga, A reação é catalisada pela ribonudeotídeo 
rednui.se, uma enzima mais bem caracterizada na £ coli, na qual 
os substratos uào ribonudeosídeos difosfato. 

A redução da porção D -riba se do ribonudeosídeo difbsftUo 
para 2 -desoxí-n-rilKisc requer um par de átomos de hidrogé- 
nio que* em última instância, é fornecido pelo NADPH por meio 
de uma proteína transportadora de hidrogênio intermediária, a 
liormlüxma. Es$a ubíqua proteína desempenha uma funçáo rr- 


dox similar na fbtossintese (veja Fig. 20-36) c em outros proces- 
sos. A liorredoxin a tem pares de grupos — SH que transportam 
os átomos de hidrogênio do NADPH para os ribonudeosídeos 
difosfalo. A forma oxidada ou díssulfeto da liorredoxina é reduzi- 
da por NADPH em uma reação catalisada pela liorredoxina redu- 
ia«r iFig. 22-37). A tiorredoxina reduzida é então empregada 
pda ribonudeotídeo redutase para reduzir os nudewaáeos di- 
fusfatu I NÜPsJ para desourhbonudcosideos difosfalo idXDPsJ. 
Uma segunda fonte de equivalentes redutores para a nbonucko- 
tideo mlutase é ã glutationa (C5H), que funciona como redu- 
tora para uma proteína relacionada de perlo com a tiortedoxi- 
na, e é chamada glutairedoxina. A gJutarrcdoxma reduzida trans- 
fere, então* a força redutora da glulalkma para a ribonudeotídeo 
frduta&r (Fig. 22-37). 

A ribonudeotídeo redutase é notivd pek> fato de seu meca- 
nismo de reação prover o exemplo mais bem caracterizado do 
envolvimento de radicais livres nas transformações bioquími- 
cas, um fato que se pensava ser muno raro em sistemas bsologi- 
cos. A enzima na E. mH* c na maioria dos cuca riotos, é um dime 
fu com duas sub unidades, Rl c EU (Fig. 22-38K A subunidade 
Rl contém dois tipos de sítios que ligam os efetores regulado- 
res. curtiu descrito a seguir Os dois sítios ativos da enzima são 
formadas na interface entre as sub unidades Rl c R2 Em cada 
sítio ativo, Rl contribui com dois grupos tióis necessários para 
a atividade e R2 contribui com um radical tirosii estável. A su- 
bun idade R2 também tem um co- fator ferro bí nuclear (Fe-' + ) que 
ajuda a gerar e estabilizar os radicais tirnsii ( Fig. 22-38). O radi- 
cal tirosil está muito lungç do sitio ativo para interagir com de, 
mas gera outro radical no sírio ativo que participa da catálise. 

Um possível mecanismo para a ação da ribonudeotídeo re- 
dutase está ilustrado na Figura 22-39, O radicai 3 H -ribanudeu- 
tídeo formado no passo ©ajuda a eslabílízar o eãtion formado 
subseqüenlemente no carbono T depois da perda de H;0 (pas- 
sas© e ©). Duas transferências de um único elétron* acompa- 



Ftgura 22-37 - Redução dos ribonud#otíd»s 
a de&oxi rribon ucleol idess pela nbonudMti- 

d» reduta&e Os eMKfom são transmudas (setas 
azuvsí do MADPh para a erueru por meo de: (a) 
qlutarredo«na ou ■;bii i<y retitovina Os grupos sul- 
feto na glutarredDAira redutase são forneodos per 
duas moléculas de gJutalnona ÍGSH GSSG repre- 
senta a glutatuona oxidada) Note que a uanedaxh- 
rra redutase é uma flavoenzima que tem o FA0 
como grupo prostéltco 
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Figura Z2-M - Rlbonuçleotideo redutase a) Estrutura em lubunidêdes As f unções dos dois sítra reguladora São expkadas na Figura 22 -40. 0 
sitio ativo tem dois grupos tióis e um grupo ( — XH) que pode ser convertido em um radical sítio-ativa & provável que esse grupo seja Cys 439 que 
funciona como ultii radical tiol. (b) As subunidades R2 da ribonucleotifleo reduiase da £. cofi. O resíduo de tirpsina, que tuncicma como radical tirasil, 
é mostrado em vermelho; o centro ferro binudear está em laranja (e) 0 radmal tirosil funciona para gerar o radical sítio-ativo (— X*), que e empregado 
no mecanismo descrito na Figura 22-39 


n ha lIjs por oxidação do ditiol, reduz o radical ca t tônico e rege- 
nera o radical 3'-rEbonucleotídeo (passo ®), O passo © é a 
reversão do passo regenerando o radical tírosil e formando 
o produto desojcL. O ditiol oxidado é reduzido para completar o 
eido (pa&so ©)♦ Na E coti % as fontes mais prováveis dos equiva- 
lentes redutores necessários para essa reação são a tiorredoxina 
e a glutarredoxin.i, como explicado anteriormenLe. 

|a foram descritas quatro classes de nbonudeotideo redu- 
tase. Seus mecanismos de ação (quando conhecidos}, em geral, 
estão de acordo com aquele esquema rizado na Figura 22-39. mas 
eles diferem na identidade do grupo que supte o radical sjiio- 
ativo e os co-íatores empregados em gerá-lo. A enzima da £ evii 
I, classe 1} requer oxigénio para regenerar o radical tifúsíí quatV 
do de é bloqueado e. por isso. funciona apenas em ambientes 
«rábicos. Enzinus da classe D. encontradas em outros micror- 
ganismos, possuem 5 -desQxiadenosLcobalarmna veja Adendo 
I 7-2) em lugar de um centro de feno binudear. Emimas d* disse 
Eli evoluiram para funcionar em um ambiente anaeròbko. A £ 
ípÍí contam uma ribonucleolideo redutase separada quando i 
cultivada cm anaerobiose; essa fornia da enzima contém um agre- 
gado ferro -enxofre lesiruiuralmenie diferente do centro ferro 
binudear das enzimas da d asse I) e necessita de NADPH c $- 
adenosílmetionina para ser ativa. Ela usa. como substratos» os 
nucJeosIdeos t ri fosfato em lugar de nudeo&fdeos d i fosfato. Foi 
descrita» em alguns microrganismos, uma ribonudeoiídcc re- 
dutase classe IV. que contém um centro manganês binudear. À 
evolução dc diferentes classes de ribonudeotídeos redulases para 
permitir a síntese de precursores do DMA em diferentes ambi- 
entes reflete a importância dessa reação no metabolismo dos nu - 
deotideos. 

A regulação da ribonucleotídeo redutase da £ cofi é inco- 
mum pelo fato de ela ter regulada não apenas sua atividade mas 
também sua tsptáficidaât de substrato pda ligação das molécu- 
las de efetore* aios té ricos. Existem dois tipos de sítios regulado- 
res em cada aubumdade Rí (Fig. 22 -3b). Um tipo afeta a ativi- 


dade global da enzima e liga-se tanto a ATP» que ativa a enzima, 
como à dATP» que a inativa. O segundo tipo de sítio regulador 
altera a especificidade de substrato em resposta à molécula de 
efetor que é ligado pela enzima -ATP, dATP, dTTP ou dGTP ( Fig. 
22-40). Quando ATP ou dATP está ligado, a redução de UDP e 
CDP é favorecida, Quando está ligado dTTP ou dCTP* é esti- 
mulada a redução de GDP e A D? respecl ivamente. O sistema 
está projetado para fornecer um conjunto equilibrado de precur- 
sores pana a síntese de DNA. Q ATP e um sinal geral para a bios- 
simese e a redução dos ribonucleotiJeos. A presença de dATP» 
em pequenas quantidades» também aumenta a redução dos nu- 
deotideos pinnudínicos, Uma super-ofem de pirimidina dNTPi 
é sinalizada por altos níveis de dTPP. que muda a «pedfiddade 
para favorecer a redução do GDP. Altos níveis de dGTP, por sua 
vez. mudam a especificidade para a redução do ADR c altos ní- 
veis de dATP fecham a atividade da enzima. Supõe-se que esses 
efetores induzam várias conformações cftzimidcas distintas com 
alterações correspondentes da espeoFic idade. 

O tí midilato é derivado do dCDP e do dUMP 

O DNA comém tiituna e não uraciia. c a via para a síntese “de 
novo" da timina envolve a penas dcsoxirribonu deotideos. O pre- 
cursor imediato do timidilato (dTMP) é o dUMP. Nas bactérias, 
a via para dUMP começa com a formação de dUTP tanto pela 
desaminação de dCTP como pda fosforilaçào dn dUDP (Fig, 
22-4 1 ). O dUTP é convertido em dUMP pela dUTPãse. Esta úl- 
tima reação precisa ser eficiente para manter a concentração de 
dUTP baixa e prevenir a incorporação de urldilato no DNA. 

A conversão do dUMP para dTMP é catalisada pela enzima 
tim idilato sintase. Nessa, reação, uma unidade monocarbônica 
é transferida do N^.N^^metilenotetraidrofolato para o dUMP 
no nível de oxidação bidroximetil — CHjOH) (veja Fig. 18-16)» 
t então reduzida para um grupo metila (Fig. 22-42). A redução 
ocorre ao custo da oxidação do tetraídrofolato para diidrofolato 
t é incomum entre as reações que empregam o tetraidnofolato 
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Figura 22-39 - Mecanismo proposto para a nbonudeoti- 
deo rédutase Na enzima da E, CO ft e de muiitfi eucanotos, os 
grupos tíõis ativos estão na subun idade RI , na E. çqU, o radical 
sitio-ativo (— ?0 estâ na subun idade R2 e provavelmente è um 
radical tül da Cy^ J<3 na £ co//(veja Fig. 22-38), Os passos de (D 
ate © estão descritos no texto. 
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Figura 22-40 - Regulação da rlbonudeotítieo radutasç pelos dcsoxinucleos idees trífosfoto A atividade global da enzima (■ 
afetada pala ligação em um tipo de sítio regulador {mostrado á esquerda). A especificidade do substrato da enzima é afetada pela 
natureza da molécula do efetor ligada no segundo tipo de sitio regulador {mostrado a direita'- Esta indicada a inibição ou a estimulação 
da atividade da enzima com quatro substratos diferentes. A via que vai de dUOP até dTTP seri descrita poste riormente (veja Figs 22 * 
4E *22-42) 



Figura 22-41 - Síntese do timidilato (dTMP) As vias são mostradas, 
começando com a reação catalisada pela rlbonudeotldeo redutase De- 
talhes da reação catalisada pela timidNato sintase estão mostrados na 
Figura 22-42 

como co- fator los detalhes dessa reação sio mostrados na Fig. 
22-4® I. O diidtofolato e novamentr reduzido paia tctraidrofo- 
lato pela enzima dudroíoí ato irduiuc, uma regeneração que é 
essencial para muitos processos que dependem dessa forma da 
mrwriif Nos vegetais e em pdo menos um pratista, a timidi- 
Lato sintase e a dndrofobto redutase estão combinadas em um 
üriko polipeptfdeo tomo uma proteína hi funciona], 

A degradação das purinas e pirimldlnâs 
produz ácido úrico e uréia, respectiva monte 

Os nudeoiídeos das purinas são degradados por meio de uma 
via na qual o grupo fosfato é perdido pela ação da 5 r -nudeotj- 
dase (Fig, 22-43), O adeniJato libera a adenosina, que é então 
desain intui a para inosina pela adernei nu ilesa minaste A inosina 
é hidrolisada para liberar a D-ribose e a base p li rí nica hipoxan- 
tina. A hipo xantina é oxidada sucessivamente para xantina e para 
ácido úrico pela xantina oxidase. uma flavoenzima que contém 
um ãtomo de molibdâruo e quatro centros ferro -enxofre em seú 
grupo pfottétkn» Q receptor de elétrons nessa reação complexa 
é o oxigénio molecular. 


O catabolismo do GMP também libera ácido úrico como 
produto final O GMP é primeiro hidro Usado para liberar o nu* 
deosideo guanosina . o qual e clivado para liberar goamru. A 
guanina sofre remoção hidroHiica do seu grupo amino paia li- 
berar xantina, que e convertida em ácido íarico pela xantina oxi- 
dase ( Ftg. 22-43), 

ü ácido úrico é o produto de excreção final do catabolismo 
das purinas nos primatas, nos pássaros e em alguns outros ani- 
mais. Cntretanto, em muitos outros vertebrados, o ácido úrico é 
ainda mais degradado para o produto de excreção alantoina, pela 
ação da ura to oxidase. Hm outros organismos, a via é estendida 
ainda mais, como mostrado na Figura 22-43, A velocidade da 
excreção de ácido úrico pelo «r humano adulto normal é cerca 
de 0,6g/24h, originando -se em parte das purinas ingeridas t em 
parte da renovação dos micleot Ideas purinkes dos ácidos nu- 
cléicos. 

Em geral, as vias de degradação das pirimidmas levam á pro- 
dução de NH2 e, portanto, ã síntese de uréia. A ti mina, por exem- 
plo, i degradada a sem 3 - aldeído metilmalônico { Fig. 2 2 -44), que 
é um intermediário na via de degradação da valina. A conumu- 
ção de sua degradação leva io metilmalonil-CoÀ e. depois, « 
sucdnil-GoA. 

|á foram encontradas virias aberrações genética* dk> meta- 
bolismo das purinas na espécie humana, algumas com con- 
sequências muito sérias. For exemplo, a deficiência ern admoúju 
desaminase leva a quadros clínicos caracterizados por imuno- 
deficiência severa na qual os Hnfócitos T e B não se desenvolvem 
adequadamente. A falta de adenosina desaminase leva a um au- 
mento de 100 vezes na concentração do dATP, um efetor negati- 
vo forte da ribonudeotfdeo redutase (Hg, 22-40). O aumento 
no dATP leva a uma deficiência geral nos níveis de outras d NT Ps 
que é observada nos Linfócitos T. As bases para a toxicidade nos 
línfdcitós H é menos clara. Os pacientes com deficiências da ade- 
no&ina de&aminase não possuem um sistema imumlógko efeti- 
vo e nao sobrevivem se não são mantidos em ambientes estéreis 
que os p roteiam do ataque de microrganismos patogênicos. 
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As bases purínkas * pirimídíníeas sao 
recicladas por vias de recuperação 

Bases purínicas e pirimidínicas são constantemente liberadas 
no interior das células durante a degradação metabólica dos 
nudeolkfcm. Etiireianlo, as purinas livres são em graiuk parte 
recuperadas e empregadas novamente na síntese de nucleoll- 
deosu Isso ocorre por uma via que é b as lance diferente c mais 
simples que a biossfntese "de novo” das purmas. Uma das pri- 
meiras vias de recuperação consiste numa única reação catali- 
sada pela adenosina fosforribosil transferase, na qual a ade 
nosinu livre reage com o PRPP para liberar a adenina nudcoít- 
deo correspondente; 

Adenina + PRPP * AMP + PP, 

A guanina livre e a hipoxantina (o produto de desaminação da 
adenina; veja Fig. 22-43) sào recuperadas da mesma maneira pela 
hipoxan tina -guanina fosforribosil transferas* , Uma via similar 
de recuperação existe para as bases pirimJdicas nos microrga- 
nismos, e possivelmente nos mamíferos, 

A ausência por causas genéticas da atividade de hipoxanti- 
na- guanina ín&forribosi] transferase, encontrada quase exclusi- 
vamente cm crianças do sexo masculino, resulta em um con- 


junto de sintomas bizarros, chamado de sindrome de Lesch- 
Nyhan. As crianças com essa doença, que se manifesta ao redor 
da idade de dois anos, sio mentalmente retardadas e apresen- 
tam péssima coordenação psicomotora. Além disso, são extre- 
ma mente hostis e mostram tendèna as a utodestrutivas compul- 
sivas: mutilam-se, arrancando a mordidas os dedos dos pés, das 
mãos e pedaços dos lábios. 

Os efeitos devastadores da sindrome de Lesch-Nyhan ilus- 
tram a importância das vias de recuperação, A hipoxarrlina e a 
guanina aparecem continua mente como produtos da degrada- 
ção dos ácidos nudéicos. A falta da enzima crucial de recupera - 
çào hipoxantiíia-guanina fbsforribosÜ transferase resulta em um 
aumento nos níveis de PR.PP, o que leva a um aumento geral na 
síntese “de novo" das purinas. A superprodução de purinas leva 
á produção de ácido úrico a níveis altos, ocorrendo lesões teci- 
duais semelhantes âs encontradas na gota (veja adiante). O cé- 
rebro é especialmente dependente das vias de recuperação, isso 
pode explicar as Lesões do sistema nervoso central que ocorrem 
nas crianças com a sindrome de Lesch-Nyhan. Essa sindrome e 
a doença de imunodeficiência resultante da falta de adenosina 
desaminase estio entre os alvos das primeiras tentativas de te- 
rapia genética na espécie humana (veja Adendo 29-2 )* 
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Figura 22-43 - Catabolismo dos nudeotideos purínicos. Mote que, nos pnmatas, è excretado muito mais nitrogênio, oriundo do catabolismo das 
purinas, como uréia, por meio do ciclo da uréia (Capitulo IS) que como ácido ürico. De forma similar, nos peixes. é excretado muno mais nitrogênio 
como Nf-U que como uréia produíida pela via aqui mostrada. 


A superprodução de ácido úrico 
ê a causa da gota 

Durante muito tempo, embora erroneamente, a causa da doen- 
ça gota foi atribuída ao fato de seus portadores terem “vida boa 
e fácil”, na verdade eíaé uma doença das articulações provocada 
por uma elevada concentração de ácido úrico no sangue e nos 
tecidos. E, devido a um depósito anormal de cristais de urato de 
sódio, as articui ações se inflamam, tomando-se dolorosas e artrí- 
ticas. Os rins são afetados porque o ácido úrico também è depo- 
sitado nos túbuios renais. A causa precisa da gota não é conheci- 
da, mas suspeíta-se que seja devido a uma deficiência genética 
de alguma enzima que atua no metabolismo das purinas. 

A gota pode ser tratada eficazmente por uma combinação 
de terapias nutricionais e farmacêuticas. Sâo retirados da dieta 
os alimentos especial mente ricos em nudeotídeos e ácidos nu- 
cléícos, tais como o fígado e produtos glandulares. Em adição, 
grandes melhoras se seguem ao emprego da droga alopurinol 
(Fig. 22-45), um inibidor da xantina oxidase, a enzima respon- 
sável pela conversão das purinas em ácido úrico. Quando a xan- 
tina oxidase é inibida, os produtos excretados do metabolismo 
da purina são a xantina e a hipoxantina, que são mais solúveis 
em água que o ácido úrico e, por isso, menos prováveis de pro- 


vocarem depósitos cristalinos. O aiopurinol foi desenvolvido por 
Gertrude Elion eGeorge Hitchings.que também desenvolveram 
o acidovír, empregado no tratamento da AIDS, e outros análo- 
gos das purinas, empregados na quimioterapia do câncer. 



Gertrude Elipn (1910-1999) e George Hitcbíngs (1905-1998) 
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Figura 22-44 -Catabolismo de uma pirimldina A via de degradação 
da Timma. 



Figura 22*45 - O alopurirto! r um inibidor da xantina oxidase A 

hipoxantina ê o substrato normal dessa enzima. Apenas uma leve altera- 
ção (sombreada) na estrutura da hipoxantma libera um inibidorenzimáti- 
cofarmaceuticamenle efetivo. Oalopurmol é um exemplo de uma droga 
útil que fo< projetada tomo um inibidor competitivo. 


Muitos agentes quimioterápkôs atuam em 
enzimas das vias biossintéticas de nucleotídeos 

As células cancerosas crescem mais rapidamente que as células 
da maioria dos tecidos normais, por isso, elas tém necessidades 
maiores de nucleotídeos como precursores na síntese do DNA e 
do KNA. Gmseqüen temente, as células cancerosas são, em ge- 
ral. mais sensíveis aos inibidores da biossíntese de nucleotídeos 
que as células normais. Um conjunto cada vez mais numeroso 
de importantes agentes quimioterápicos age na inibição de uma 
ou mais enzimas dessas vias. Examinaremos vários exemplos bem 
estudados que ilustram essas abordagens produtivas do trata- 
mento do câncer e Facilitam o entendimento de como essas en- 
zimas operam. 

O primeiro conjunto de exemplos incluí compostos que ini- 
bem as enzimas glutamina amidotransferases. Lembre-se de que 
a glutamina alua como um doador de nitrogénio em, pelo me- 
nos, meia dúzia de reações separadas na biossíntese dos nucleo- 
tídeos. O $ sítios de ligação para a glutamina e o mecanismo pelo 
qual o NHJ é extraído são bastante similares em muitas dessas 
enzimas- A maior parte delas é fortemente inibida por análogos 
da glutamina como a azasserina e a acivicina (Fig. 22-46). A 
azasseri na, caracterizada por John Buchanan nos anos 1950, foi 
um dos primeiros exemplos de um inativador enzimático que 
funciona em base do mecanismo de reação da enzima (inibidor 
suicida; veja pág. 205 e Adendo 22 2). A acivicina parece ser pro- 
missora Como agente quimiolerápico do câncer. 

Outros alvos úteis para agentes farmacêuticos são as enzi- 
mas timidilato sintase e diidrofolalo redutase (Fig. 22-47). Es- 
sas enzimas constituem a única via celular para a síntese da ti- 
mina. Outro agente quimiolerápico importante é o inibidor que 
age na timidilato sintase, o fluorouracil. O fluorouracU, por si 
mesmo, não é inibidor. Na célula, uma via de recuperação con- 



Figura 22-46 - Azasserina e acivicina, inibidores da glutamina ami- 
dotransferase. Esses análogos da glutamina interferem em um certo 
número de vias biossintéticas de aminoácidos e nucleotídeos. 
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Figura 12-47 - A sinta» do timidrlato * o metabolismo do foteto como *»vos d> quimioterapia a,) Durante a síntese do trrwjiato. ttjf 1 - 
metilerotetrartufolata é converpdo em 7.B-dndT3folato- O ^.N^-meTiief^titrédolúidto è regenerado em dod passo* O ode resultante do meta- 
bolismo do foía:o á líti aho phnapat de váncs agentes quenoterípeoi íb> Os anportantes agentes qwrniaterãptqos, fluorouíabl e meiotrexaici Nas 
células, a ftuorouracii t convertido em FdüMP e este inibe a tirrudiiato sartase O melotrexalo è um anaioge estrut u*a" do tetraidnofolalo e mfce a 
OiKjiofolàto tedulase Os grupos amino e meiila sombreados em vermelho na meiotTexâto substituem um oxigênio tarbomU e ym píôtan, rnpetnva- 
mente, no folato fveja F<g, 22-42). A aminopterma,. oulro análogo importante do tolam, ê «tèntica ao metotrexato, exceto que nela falta 0 grupo 
meti la sombreado em vermelho. 


N^J^-Mctikno 
Hj, folato 


Enzima + 
dudrofobto 


dTMP 





Figura 22-4B - Convênio do dUMP «n dTMP e sua inibição por FdUMP. No alto, está representado o mecanismo normal de reação da tlmidilato 
sintase. O grupo sylfidnla nudeofUko contribuído pela enzima e os átomos de dUMf* que tomam parte na reaçáo, estão mostrados em vermelho; 
:B representa uma cadeia lateral de aminoácido que age como uma base para retirar um próton no último passo. Os hidrogénios derivados do grupo 
meiileno do A^,W 1ft -metilen<rtetraidroídlaíto estio sombreados em cmza. Uma caracwrtstica nova do mecanismo de reação da timiútao smiaie (no 
alto) fr uma transferência 1,3 do Mimo. que move um ion hníreío ísombreado çm vermelho) de C-6 do H, folato para o grupo metita da lirmdma, ela 
reklta na ojrcaçào do tetrecjrtrfolato em dh diof olato. Ê a mudança de hkketo que aparentemente nâo ocorre quando o substrato è o análogo FdU MP 
(abaixo) Os dos prenem» passos da reação omnem ixsrTnaánerite. resultam em um complexo cováiente estável, com o R3UMP Içado Cíwalov 
temente a enzima e ao tetr&dnsfoiato A formação deste com p le x o natrva a enzvna 
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núcleo di p urina, são necessários dois passos de fe- 
chamento do anel. As pirímidiiM* são sintetizadas a 
partir do turbam ii fosfato e do aspartuto* A ríbuse- 
>- fosfato e então ligada para formar m nbonudeo- 
tideos de ptrimidina. As vias btossintéticas das pu- 
nnjs í das pirimkLiius são reguUdas por inibirão 
por rrtroah mentirão i “ferdback" i. Os tiusleosideos 
monofodãto são coTT^enidos para o trifcwíkto res- 
pectivo por reaçôra de Ébsfbribçãc en/Jmitka Os 
ribonuJcóiidcos são úomrrtlidos em tiescixirribo- 
nudetrtideu* pela jçio da dbotiucleuEideo reduta- 
se, uma enzima tom notáveis caracter tslicãs regula- 
doras € de mecanismo de ação. Os nucleolideos de 
1 3 mi na sio derivados dos desoxímNmucleoiideos 


dCDP v dL'MP. O ácido Lírico e a uréia sáo os pro- 
dutos tina is da degradação das purinasedas pirimi- 
dinas. As p urinas livres podem ser recuperadas e rt- 
construidjs em nudeot ideos por uma via separada. 
As deficiências genéticas. etn certas mrimas de re- 
cuperação, provocam doenças genéticas sérias, üà 
como a sindrome de Lescti-Nyhan e uma doença de 
imunodericiétKia severa. Outra possível defkiénái 
genética resulta na deposição de cristais do iddo 
lírico nas articulações ásseas, causando a gota. Ai 
enzimas das vias de bioesintese dos nucleotidros são 
alvos para um conjunto de agentes quimiolerápi- 
cds modernos empregados no trata mento do cân- 
cer e de oulras doença*. 
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Problemas 


1 r Consumo de ATP pelos nódulos das raízes das legumi- 
nosas, As bactérias que habitam os nódulos das raízes do 
pé de ervilha consomem mais de 20% de todo o ÀTP pro- 
duzido peia planta. Sugira uma razão do porquê essas 
bactérias consomem tanto ATP. 

2. A síntese de proteínas e a glutamato drsidrogcnase- A 
bactéria Methylophilus methylotmphus pode sintetizar 
proteínas a partir de metanol e amónia. Técnicas de DMA 
recombinante melhoraram o rendimento de proídoa in- 
troduzindo na M, methYÍotrophus o gene da E. Cüli para a 
glutamato desidrogenase. Por que essa manipulação ge- 
nética aumenta o rendimento de proteína? 

3. A transformação do asparíato cm asparagina. Existem 
duas vias de transformação do aspartato em asparagina 
com gasto de ATP. Muitas bactérias possuem uma aspara- 
gina sintetase que usa o íon amónio como doador de ni- 
trogênio. Os mamíferos possuem uma asparagina sinteta- 
se que usa glutamina como doador de nitrogênio. Como 
esta última requer uma molécula de ATP extra (para a sín- 
tese da glutamina), por que os mamíferos usam essa via? 

4. Equação para a sintesc de aspartato a partir da glicose. 
Escreva a equação Líquida para a síntese do aminoáddo 
não-essencial asparíato a partir da glicose, do dióxido de 
carbono e da amónia. 

5. O defeito na fenilalanüiu hidnixilase e a dieta. Nos in- 
dividuos normais, a tirosina é um aminnácido n3o- es- 
sencial; entretanto, pacientes que apresentam um defeito 
genético na fenilalanína hidroxilase requerem tirosina na 
sua dieta para o crescimento normal. Explique. 

ó. Co-fatores para as reações de transferência de unida- 
des monchcarbõnkas. À maioria das reações de transfe- 
rência de unidades monocarbónicas utiliza um de três 
co- fatores: biotina, tetraidrofolato ou 5-adenosiJmetio- 
nina (Capitulo 18). Á 5-adcnosilmetinnina é empregada 
como um doador de grupos meti la na maioria dessas rea 
çftes, pais o potencial dc transferência do grupo metila 
no A rS - metiltetraidrofolaío t insuficiente para a maioria 
das reações biossintéticas. Entretanto, um exemplo do 
emprego do N^-metiltetraidrofolatO na transferência de 
um grupo metila ocorre na reação da meiionina sintase 
(passo © na Fig. 22-15) c a mctionina ê um precursor 
imediato da S-adenosilmctionina (veja Fig. 18-17). Ex- 
plique como o grupo metila da 5-sdenosilmetÍonina pode 
ser derivado do N 5 - metiltetraidrofolaío, quando se sabe 
que o potencial de transferência do grupo metila no W 3 - 
metil tetraidrofolato é 10 > vezes mertar que o mesmo da 
S- adenos ilmet ion i na. 

7. Regulação concertada da biosslntese de amínoacidos. 
A glutamina sintetase da E. coli é modulada independen- 
temente por vário-a produtos do metabolismo da gluta- 
mina (veja Fig, 22-6). Nessa inibição concertada, a ex- 
tensão da inibição da enzima é maior que a simples soma 
das inibições provocadas por cada produto. Para a £. rcJí, 
que se multiplica em um meio rico em histidina, qual 
scriii a vantagem conferida pela inibição concertada? 

8. Relação entre deficiência em ácido fólico e anemia. A 
deficiência em ácido fólico, acreditada ser a deficiência 
vitamíniea mais comum, provoca um tipo de anemia na 
qual a síntese de hemoglobina está prejudicada e os eri- 
Lrócitos não amadurecem adeqnâdamente. Qual é a rela- 
ção metabólica entre a síntese de hemoglobina e a defi- 
ciência em ácido fólico? 

9. Biossíntese dós nucleotideos em bactérias auxutrófi- 
cas de aminoácidos, Embora as células normais da E. foli 
possam sintetizar todos os aminoáddos, algumas mutan- 
tes, chamadas de auxotróficas, são incapazes dc sinteti- 


zar aminoáddos específicos e requerem a adição daquele 
aminoáddo ao meio de cultura para o crescimento óti- 
mo. Além do seu papel na síntese das proteínas, aminuá- 
cido.fi específicos são também necessários na bíossintcsc 
de outros produtos celulares nitrogenados, Considere três 
auxotrrtficos de aminoáddos incapazes de sintetizar gli- 
dna, glutamina e aspartato. Para cada mutante, que Ou- 
tros produtos nitrogenados celulares, além das proteínas, 
não poderiam ser sintetizados? 

10. Inibidores da biossfntese dc nucleotideos. Sugira me- 
canismos para a inibição de (a) alanina raccmase por L- 
fiuoroalanina; e (b) glutamina amidutran,fiferases por 
azasserina. 

1 L. Modo de ação das suifaj- Algumas bactérias reque- 
rem a indusão de p-aminobenzoatn no meio de cultura 
para o crescimento normal- O crescimento de tais bacté- 
rias é gravemente inibido pela adiçãn da sulfanilamida, 
uma das primeiras sulfas antibacterianas. Além disso, na 
sua presença, o 5 r -aminoimicla?jol-4-carboxamida ribo- 
nucleotídeo (AÍCAR; veja Fjg. 22-31 ) acumula-se no meio 
de cultura. Ambos os efeitos são revertidos pela adição 
de excesso dc p-armnobenzoato. 



p-Aminobenzoato Sulfanilamida 


(a) Qual é o papel do ácido p-aminobenzoatoí (Indi- 
cação; veja a Fig. 18-15). 

(b) For que o AICAR se acumula na presença da sul- 
fanilamida? 

(c) POr que a inibição e o acúmulo são revertidos pela 
adição de excesso de p-aininobenzoato? 

12. Via do carbono na biossíntesedas pirimidínas- Preve- 
ja as posições do ;4 C na molécula do oratato bíossinteti- 
xadn em células crescidas na presença de pequenas quan- 
tidades de [ L4 C)succinato uniformemente marcado? Ex- 
plique. 

1 3. Os nucleotideos são fontes pobres de energia. Sub con- 
dições de subnutrição ou jejum, os organismos podem usar 
proteínas e aminoácidos como fontes de energia. A desa- 
m inação dos aminoácidos fornece esqueletos carbônicos 
que podem entrar na via glicolitica ou no eido do áddn 
cítrico para liberar energia na forma de ATP- Entretanto, 
os nucleotideos não são degradados de forma similar para 
emprego como fornecedores de energia. Quais observa- 
ções sobre a fisiologia celular suportam essa afirmação? 
Qual aspecto da estrutura molecular dus nudeoildeos faz 
deles uma fonte de energia rclat ivamente pobre? 

14. Tratamento da gota. O alõpurmol (veja Fig. 22-45), 
um inibidor da xantina oxidase, é usado para tratar a 
gota crônica. Explique as bases bioquímicas desse trata- 
mento. Os pacientes tratados tom alopurinol, algumas 
vezes, desenvolvem pedras de xantina nos rins, embora a 
incidência de lesões renais seja muito menor nesses casos 
do que na gota não- tratada. Explique essa observação 
considerando as seguintes solubilidades na urina: ácido 
úríco 0,l5g/h, xantina 0,05g/L e hipnxantina l,4g/L. 

15. Inibição da síntese dos nucleotideos pela azasserina. 
O diazo compOíto CK2-diazoacetil)-L-serina, conhecido 
também como azasserina (veja Kig. 22-46 }.é um poderoso 
inibidor da glutamina amidntransferases. Se as células que 
estão cm processo de multiplicação são tratadas com a 
azasserina, quais intermediários nas vias de biossiniese 
dos tiudeotídeos se acumularão? Explique. 
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CAPÍTULO 23 


Integração e Regulação Hormonal 
do Metabolismo dos Mamíferos 


Nos Capitulo* 14 a 22, discutimos o metabolismo em (ermos da 
céhila individual, enfatizando aquelas vias comuns a quase to- 
das as células, procar iót icas e eucariól icas. Vimos como os pro- 
cessos metabólicos, nas células isoladas, são regulados no nível 
das enzimas individuais pela disponibilidade de substrato» por 
mecanismo* alostértcos e/ou por íosforí loção ou nutras modifi 
cações cava lentes das moléculas das enzimas. 

Para apreciar imriramerne o significado das vias metabóli- 
cas individuais e sua regulação, precisamos examiná-las no con- 
texto do organismo inteiro. Uma característica essencial dos or- 
ganismos mui tí celulares é a diferenciação celular e a divisão de 
trabalho. Além das vias centrais do metabolismo produtor de 
energia, que ocorrem em todas as células, os tecidos e os órgão* 
de organismos complexos como o homem possuem funções es- 
pecializadas, Estas apresentam requerimentos energéticos e pa- 
drões de metabolismo característicos. Sinais hormonais integram 
e coordenam as atividades metabólicas dos diferentes tecidos e 
realizam a alocação otimizada de combustíveis e precursores par a 
cada òrgjo. Neste capitulo u enfoque é sobre m matrtífetus. sa- 
I tentando o metabolismo especializado de vários dos principais 
órgãos c tecidos e a integração do metabolismo do organismo 
inteiro. 

Começamos examinando a distribuição dos nutrientes aos 
vários órgãos — na qual o fígado desempenha um papd centrai 
— ca cooperação metabólica entre esses órgãos. Para ilustrar o 
papel integra ti vo dos hormônios, descrevemos a inter- relação 
da adrenalina, giucagon e insulina na coordenação do metabo- 
lismo energético no músculo, fígado e teci do adiposo. As altera- 
ções metabólicas no diabetes mostram ainda mais a importân- 
cia da regulação hormonal do metabolismo. Em seguida, esten- 
demos nossa discussão, incluindo a grande variedade de tipos 
de hormônios c sua* ações em outros processos além do meta- 
bolismo energético Fiiulmciiic» apresentamos a regulação a lon- 
go prazo da massa corporal. 


Metabolismo Teçido-Específko: 

A Divisão de Trabalho 

Cada tecido e órgão do corpo humano possui uma função espe- 
cializada que é refletida na sua anatomia e na atividade metabó- 
lica, 0 músculo esquelético permite o movimento direcionado; 
o tecido adiposo armazena e libera gorduras, que servem como 
combustível para o corpo inteiro; o cérebro bombeia íons para 
produzir sinais elétricos. O fígado desempenha um papei cen- 
tral no metabolismo, processando, distribuindo e fornecendo 
uma mistura dc nutrientes para todos os outros órgãos e teci- 
dos através da corrente sanguínea. A centralidade funcional du 
fígado é indicada pela referência comum a todos os outros ór- 



Estes dois camundongos são da menina idade e têm a mesma cnnstituiçlti 
genética, exceto que o da esquerda iqirelmla um defeito genético na pro- 
dução de um hormônio (leptlnah que regula o comportamento alimen- 
tar e a atividade metabólica. Como conicqGéncii, o camundongo cnm 
deficiência desse hormônio acumula enorme reserva dc triacilglicerúís 
no tecido adiposo. Neste capítulo, serão descrito» o* mecanismos hormo- 
nais que coordenam e integram aa atividade* metabólicas de todos os 
tecidos para promover a homemtjjíj no animal. 


gãos e tecidos como “extra -hepáticos" ou "periféricos" Começa- 
mos, portanto» nossa discussão sobre a divisão dc trabalho me- 
tabólico considerando as transformações do* carboidratos, ami- 
noácidos c gorduras no ligado dos mamíferos. Isso é seguido 
por descrições curtas dos principais funções metabólicas do te- 
cido adiposo, músculn» cérebro e («ido que ml ercuneru todos 
cu outros: o sangue. 

O fígado processa e distribui nutrientes 

Durante a digestão nos mamíferos, as três principais classes de 
nutrientes (carboidratos, proteína* <* lipídios) sofrem hidrólise 
eimmátka nas suas subunidadcs moíloméricas. Essa quebra é 
necessária porque as células epttriiaty que cobrem a luz intesti- 
nal são capazes de absorver apenas moléculas relativamente sim- 
ples. Muitos dos ácidos groxuse monoacilglicerois liberados pela 
digestão no intestino são reconvertidos dentro das células epíte- 
liais em triacUgliceróis, 

Depois de serem absorvidos, o maioria dos açúcares e ami- 
noá ridos e alguns triacílgliceróis passam para o sangue, sendo 
captados pelos hepaíócilos no fígado; os Lmcilgliceróis rema- 
nescentes entram no tecido adiposo via sistema linfático. Os 
hepatócitos transformam os nutrientes obtidos da dieta em com- 
bustíveis e precursores requeridos por outros tecidos e ús ex- 
portam para o sangue. As espécies e as quantidades de nutrien- 
tes supridos pelo fígado variam com vários fatores, incluindo a 
dieta c o intervalo de tempo entre as rcféiçúes. A demanda dos 
tecidos extra -hepáticos por combustíveis e precursores varia 
entre os órgãos e com a atividade do organismo. Para satisfazer 
essas circunstâncias mutáveis, o fígado possui admirável flexi- 
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bílidade metabólica. Pt>r exemplo, quando a dieta ê rica em pro- 
teínas, os bcpatódtos contêm altos níveis de enzimas para i> ca- 
tabolismo dos amíttoáádos e a gliconeogênese. Horas após uma 
mudança para uma dieta rica de carboidratos, os níveis dessas 
enzimas caem e inicia -se a síntese das enzimas essenciais para o 
metabolismo dm carboidratos. Outros tecidos também ajus- 
tam o seu metabolismo às condições ptevaloiiís, mas nenhum 
é tão adbptivd como o fígado, e nenhum é tão central para » 
atividades metabólicas gerais do organismo. O que se segue é 
um resumo dos destinas possíveis dos açucares, aminoáckkn 
e lipídios que entram no fígado a partir da corrente sangutnea. 
Para ajudar a relembrar as transformações metabólicas discuti- 
das aqui. a Tabcia 23-1 mostra as pTÍndpais vias e processos aos 
quais nos referiremos e indica a Figura na qual cada via t apre- 
sentada em detalhe. 

Açúcar** O transportador de glicose nos hepatódíos (QuT2) 
è tio eficiente que a concentração de glicose dentro do bepalòci- 
lo é essencial mente a mesma do sangue. A glicose que entra nos 
hepaiõcitos é fosforilada pela glicoquinase produzindo a g)ko- 
se-õ- fosfato, A glicoquinase tem um K m para a glicose ( lOmM} 
muito maior que a hexoqtimase (pág, 430}; diferente da hexo- 
quinase, não é inibida por seu produto, a glicose- 6 -fosfato A 
presença da gUcoquinase permite que os hepa tácito* conti- 
nuem a fosforilar a glicose quando a concentração da hexose 
aumenta muito acima dos níveis que poderiam inibir a hexo- 
quinase. A frutose, a ga lactose e a manose absorvidas no intesti- 
no delgado sáõ também convertidas em glicose- 6- fosfato pelas 
vias enzimáticas examinadas anteríormente. A glicose-6-fosfato 
está em um cruza mento devias do metabolismo dos carboidra- 
tos no fígado. Ela pode inmar qualquer uma das cinco princi- 
pais vias metabólicas {Fig. 23-1), dependendo das necessidades 



Figura 23-1 - Vias metabólicas para a gllcose-6-fosfato no fíga- 
do Aqui e nas figuras seguintes, as vias anabólicas sáú mostradas apon- 
tando para cima. as calábólitâs, para baixo, p a distribui tão a outros 
órgãos, horrzontaimentB. Os processos numerados correspondem à 
descrição no texto. 


Tabala 23-1 - Vias do metabolismo rios carboidratos, amjgoéddo* a gorduras mostradas em figurai anterior» 

Vi*t 

CkJq do acido d tricô acert-CoA ► 2CQj 

Fõsforilaçlo oMidativa síntese do ATF 


16-7 

19-16 


GlcOgerótse gkogênio * glicose- 1 -fnsfato — * gkose sanguínea 16-11 

Entrada de hexoses na gfteofae: fnitase, manose. goUctcw * gkase-S-fosfato 15-11 

Gkóbse gkose — ■* pruvato 15-2 

R eaçAó dã prnwato desidragenase : pruvâto — * aceti K o* Í6-2 

Fermentação do átrio láctico: gkogSnri — * lactirto + 2ATP »$-3 

Via das penioses fosfato ^ase-fi-farfato — * pentous fosfato * NADPH i 6-20 

AnaboJifino dos carboidratos 

úkoneoQènfse iníwmedi^cE do ocJo do átrio dtnço — * gkose 20-2 

C<lo gkose-alanro gkose * pirwata — * aianna ► gkose 1 6-8 

5niése do gkogêmo: gUcose-fr fosfato * gíitose- 1 - foslaio — ♦ gfcrigénio 20-1 2 

Metabolismo dos amínoáodos e nudeotidaos 

Degradação dos armnaãcidas: ampnoádíkK ► atetil-CoA. intermediários do ado do dtratü tS-29 

Síntese dos jminoâckfcs 22-9 

C ido da uréia: NH, — ► uféw IS-9 

C ido giicose-alan In* alan ina — » glicose 1 66 

Síntese dos nudeotldeos . am inoâddos — * purinas, pri m tdlnas 2 2-31 ; 22-34 

Síntese dos hormonios e neu-ratransmissores 22-27 

Ca tabülismo das gorduras 

p-Oxldaçâo dos ácidos graxos: ácidos graxos — ► acetil-CoA 176 

Oxidação dós corpos cetónkos: p-hidroxibuticato - — ■+ acetll-CoA — t C0 2 17-1 7 

Anabollsmo das gorduras 

Síntese dos ácidos graxos: acetil-CoA - — * ãüdos graxos 2 1 -5 

Síntese dos trladlgllceróis: acetiMZo A — + ácidos graxas — ♦ 1 rlacrtglicwol 2 Má; 2 1-1 9 

Formação dos corpos cetónkos: acetil-CoA — -* acetoacetaio, p-hidroxibutirato 1 7-T6 

Síntese do GOtaMfOl e ésteres do colesterol: acetil-CoA — * colesterol — * ésteres do colesterol 21 -32 a 21-36 

Síntese dos fosfolipldua ácidos graxos r fgsfglipIdicB 21-2? 


m 


do organismo. Pela ação de várias enzimas regulado* alosterka- 
mente e por meio da regulação hormonal da síntese e da ativi- 
dade dos. enzimas, o fluxo Je glicose é direcionado para uma ou 
mais dessas vias no fígado. 

^ A glkose-6-fósfaío è desfbsfarilada pd a gjicíise-ò-fosfata- 
se produzindo glicose livre (p4g- 567), que ê exportada para repor 
a glicose sanguínea. A exportação é a via de escolha quando a quan- 
tidade de glkose-6- fosfato é limitada, porque a concentração da 
glicose sanguínea deve ser mantida sufícienlememe alta (4mM i 
para fornecer energia adequada para «cérebro e outro* tecidos. (§) 
A glknse-6-fosfato não imediatamenle necessária para formar a 
glicose sangüinea é convertida em glicogènio hepático. ® A glico- 
se^ - fosfato pode ser oxidada para a produção de energia via gli - 
oólise, descarborilação do piruvato (pela reação da piruvato desi- 
drogenase) e ciclo do ácido cítrico. A transferência de elétrons e a 
fosforildção osidativa que se seguem produzem ATP (normal- 
mente, entretanto, os ácidm graxos são o tombusiível preferido 
para a produção de energia nos hepatúcitmt. (J) O excesso de 
gJicose-6- fosfato não usado para sintetizar a glicose sanguínea 
ou o giicogénín hepánto é degradado via gJkólise e reação da 
piruvato desidrogena&e cm acetil-CoA, que serve coma pcecur- 
sor para a síntese de lipídios: ácidos graxos, que sin incorporados 
em trucilgliceróis, tbsfolipidios e coksteioL Muito do lipídio sin- 
tetizado no ligado é exportado para outros tecidos e transporta- 
do por lipoproteinas sanguíneas. (J^ Finalmemc, a gjioosc-ó-fos- 
fato t o substrato pára a vis da pentose fosfalo, produzindo tanto 
o poder redutor (NADPH), necessário para a biossíntese dos ári- 
dos graxos e colesterol quanto a D-ríbose- 5 -fosfato, um precur- 
sor na hiossintese dos nurieotídeos. 


Ãmirtoáddos. Os aminoácidos que entram no fígado possuem 
várias vias metabólicas importantes (Fig. 23-2). CD Eles agem 
como precursores para a siniese de proteínas nos hepatòritos, 
um processo discutido no Capitulo 27.0 fígado con^tantemen- 
te renova suas próprias proteínas, que possuem uma velocidade 
de degradação muito alta, com uma meia- vida de apenas alguns 
dias, O fígado è também a local da biossintese da maioria das 
proteínas plasmáticas do sangue. \T, Alternativa mente, os amt- 
noacidns passam do fígado para o sangue e dai para outros ór- 
gãos, para ser usados como precursores na sínlcsedas proteínas 
teciduais. (D Certos aminoácidos são precursores na biossintese 
dos nucleotídeos, hormônios e outros compostos nitrogenados 
no fígado e em outros tecidos. 

@Qs aminoáddos nâo necessários como precursores bios- 
aintéficos sào deaminados e degradados para produzir acetib 
Co A e intermediários do ciclo do ácido cítrico. Os intermediári- 
os do ciclo do árido cítrko assim formados podem ser converti- 
dos em glicose e glicogènio pela via gliconeogénica @ . 0 
acetil-CoA pode ser oxidado por meio do eido do ácido dtríco 
pau produzir a energia da ATP ou pode ser convertido an 
lipidios para armazenamento A amónia liberada na degra- 
dação dos aminoácidos c convertida pelos hepalócilos no pro- 
duio de excreção, a uréia @L 

O fígado também participa no metabolismo dos ammoaci- 
dos que chegam mtemuten temente dos tecidos periféricos. O 
sangue é adequadamente suprido com glicose logo após a diges- 
tão e a absorção dos carboidratos da dieta ou, entre as refeições, 
pela conversão do glicogènio hepático em glicose sanguínea. 
Durante o periodo entre as refeições, esperiaimente se prolon- 
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gado, há alguma degradação de proteínas musculares em ami- 
noá eidos ©. Eua uminoáridos doam seus grupos a mi no (por 
LransammaçãD) ao piruvato, o produto da gUcólise, produzindo 
danina, que é transportada para o fígado e deaminada. O piru- 
vato resultante é convert ido pelos hepatódtos esn glicose sa ngúí - 
nea (via glkoneogénesej, e a N’Hi è convertida em uréia para a 
excreção, A glicose retoma aos músculos esqueléticos para re- 
por as reservas de glicogénio muscular Um benefkío desse pro- 
cesso cíclico, o ciclo da aLanina-glicose (veja Fig. 1 é a ate- 
nuação das flutuações na glicose sanguínea no período entre as 
refeições. O déficit de ammoácidos adqmrkJo nos músculos é 
reposto apôs a refeição seguinte pelos amínoáckkfes que chegam 
pebdietau 

Lipídio* Os ácidos graxos componentes dos lipídios que en- 
tram nos hepaiócito* também possuem diferentes caminhos (Fig, 
23-3). (D Os ácidos graxos são convertidos em lipktios do fíga- 
do. © Na maiona das circunstâncias, os ácidos graxos sáo os 
principais combustíveis oxidativos rwi fígado. Os ácidos graxo* 
livres podem ser ativados e oxidados para produzir acetiUCo A e 
NADR O acetil-CoA é oxidado por meio do tido do ácido cí- 
tríco produzindo ATP pela fos for ilação oxida riva, © O excesso 
de acedi- Co A Liberado na oxidação dos áridus graxos e rtilo re - 
querido pelo figado é convertido em corpos cetônicns, ácetná- 
cetato e P-hidroxlbutitato, que circulam no sangue até os teci- 
dos periféricos para ser usados como combustível no ciclo do 
ácido cítrico. Os corpos cetônicos podem ser considerados como 
uma forma de transporte de grupos acetÜa. Durante o jejum 
prolongado» eles podem suprir uma fração signifícante da ener- 
gia em alguns tecidos periféricos, até um terço no coração e de 
60 a 70% no cérebro. @ Parte do acetil-CoA proveniente dos 
ácidos graxas (e dã glicose) é usada para a biossimese do coles- 
temi que é necessária para a biossimese das membranas, O co- 
lesterol é também precursor de todos os hormônio* esieróides e 
dos sais biliares» que sáo essenciais para a digestão c a absorção 
dos lipídios. 

Os dois destinos metabólicos finais dos lipídios envolvem 
mecanismos especializados no transporte de lipídios insolúveis 
no sangue. ® Os ácidos graxos são convertidos em fosfolipídi- 
os c Uiacilgliceróís das lipcprotemas da plasma, os quais trans- 
poriam lipídios para o tecido adiposo (gorduroso) para arma- 
zenamento coma iriacilgJicerãis- O colesterol e os colntçrií és- 
teres são também transportados como üpoprateínas. ® Parte 
dos ácidos grams torna -sç ligada ã soroalbumina. sendo trans- 
portada no sangue para o coração e para os músculos esqueléti- 
cos, que absorvem e oxidam os ácidos graxas Livres como com- 
bustível principal A soroalbumina é a proteína plasimticá mais 
abundante; uma molécula de soroalbomina pode transportar 
até 10 moléculas de ácidos graxos Livres» liberando-as no tecido 
consumidor cm que são captadas por difusão passiva. 

Dessa forma, o fígado funciona como o centro distribuidor 
do organismo; exportando nutrientes em proporções corretas 
para os outros órgãos, atenuando as flutuações nn metabolismo 
causadas pela natureza intermitente da ingestão alimentar c pro- 
cessando o excesso de grupos amino na uréia e em outros pro- 
dutüs a ser eliminados pdos rins, O fígado é também ativo na 
desintoxicação de compostos orgânicos estranhos como drogas, 
aditivas alimentarei preservativos e outros agentes possivelmen- 
te perigosos e sem valor alimentar. A desintoxicação usualmente 
envolve a Kídroxilãçáu, dependente de citocromo P-450» de com- 
postos orgânicos relatívamente insolúveis, lornanda-os sufi- 
cieniememe solúveis para posterior degradação e excreção (veja 
Adendo 21-1)* 


Figura 23-3 - Metabolismo dos ácidos gomos no fígado 

O tecido adiposo armazena e fornece ácidos graxos 

O tecido adiposo, que consiste de adípódtos (célula* gorduro- 
sas; Fig, 23-1)» é amorfo e largamente distribuído no organis- 
mo: sob a pdc, ao redor dos vaso* sanguíneos profundos r na 
cavidade abdominal, Ele perfaz cerca de L5% da massa de um 
homem adulto iovem, com aproximadamente 65% dessa massa 
estando na forma de triarilglkcróis, Os adipócitos são metabo- 
hcamente muito ativos» respondendo rapidamente ao estimulo 
bormonal em uma ação metabólica com unta com o fígado, mús- 
culos esqueléticos e coração, 

Como outros tipos celulares no organismo, os adipodtos 
possuem um metabolismo glkoiítko ativo, usam a ddo do áci- 
do cítrico para oxidar piruvato e ácidos graxos e realizar a fosfh- 
r ilação os] da ti va milocundnaJ. Durante períodos de alta inges- 



Figura 23-4 - Eletromkrog rafia de varredura dos adipócitos hu- 
manos. Os capilares e as fibras de eoligeno formam uma rede de supor- 
te ao redor dos. adipócitos nos tecidos gordurosos. Quase todo o vdume 
destas células melabolicamenté ativas é preenchido por gotlculas de gor- 
dura. A ampliação é de 440* 
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tão de carboidrato*, o tecido adiposo pode converter li glicose, 
por meio do ptruvato e acetil-GoÀ, em ácidos graxas, a partir 
dos quais os triacilgliceròis são sintetizados e armazenados como 
grandes glõbulos gordurosos, No homem, entretanto» a maior 
parte da síntese dos ácidos graxos ocorre nos hepatácitóü e não 
iws adipócitoS- Os arfipõcitt» armazenam os triacilgEkeròis que 
chegam do Fígado (transportados no sangue como VfPLs; veja 
Fig. 2 1 -38a) e do traio intestinal, particularmente após refeições 
rkas em gorduras» 

Quando há necessidade de combustível, os triacilgltcerõis 
armazenados no tecido adiposo são hidrolisados pelas lipases 
dentro dos adipòcitt» para liberar addos graxo* livres, que po- 
dem então ser entregues, via corrente sanguínea, para os mús- 
culos esqudéticos e o coração. A liberação dos ácidos graxas dos 
adipòcitõs e mtensamente acelerada pdo hormônio adrenalina, 
que estimula s ativação da Irpase dos triaciigltcerõis (veja Fig. 
17-3), A irt&uima contrabalança esse efeito da adrenalina, dimi- 
nuindo a atividade da lipase dos triacilgÜceróís. 

O homem e muitos animais, particularmente aqueles que 
hibernam» possuem tecido adiposo chamado de gordura mar- 
rom» que é especializado em gerar calor em vez de ATF d ura n te a 
oxidação dos ácidos graxos. 

Os músculos usam o ATP para o trabalho mecânico 

O músculo esquelético responde por mais de 50% do O;, lotai 
consumido pnr um homem em repouso e cerca de 90% durante 
um trabalho muscular muito ativo. O metabolismo no múscu- 
lo esquelético é especializado prindpaJmente em produzir ATP 
como fonte imediata de energia. Além disso, o músculo esque- 
lético está adaptado para realizar trabalho mecânico de uma ma- 
neira intermitente» sob demanda. Algumas vezes, o músculo es- 
quelético realiza muito trabalho em um período curto» como 
em uma corrida de lOOm; mitras vezes, é necessário um traba- 
lho mais prolongado» como na corrida da maratona ou durante 
o parto. 

Os músculos podem usar ácidos graxos, corpos cetònicos e 
glicose como combustível, dependendo do grau da atividade 
muscular (Fig. 23-5). No músculo em repouso, os principais 
combustíveis são os ácidos graxos do terido adiposo e os corpos 
cetònicos do fígado. Eles são oxidados e degradados em acetil- 
CoA, que ent ra no eido do ácido cítrico para oxidação até CO;, 
A resultante transferência de elétrons para o U : fornece energia 
para a síntese do ATP, pela fosforilaçio oxidativa. Músculos 
moderada mente ativos usam a glicose sanguínea além dos áci- 
dos giojcos e corpos cerònkm. A glicose é fosfnriUda, depois 
degradada pela glkõUse até pimvato, que e convertido em ace- 
til-CoA e oxidado por meio do ddo dq iodo cítrico. 

En trela Mo, nos músculos excessiva mente ativos» a deman- 
da por ATP é lio grande que o fluxo sanguíneo não consegue 
fornecer O, e combustível suficientes para produzir o ATP ne- 
cessário apenas pela respiração aeróhica. Nessas condições, o 
glirogènio muscular armazenado é degradado até lactato pela 
fermentação. Cada unidade de glicose degradada fornece três 
moléculas dc ATP porque a fosforólise do glicogénio produz gli- 
cose-6-fosfato» economizando o ATP normalmente consumido 
na reação da hexoquinase. A fermentação do ácido láctico for- 
nece então, rapidamente, a energia extra de ATP, suplementam 
do a produção basal de ATP resultante da oxidação aeróbica de 
outros combustíveis por meio do ddo do ácido cítrico, O uso 
da glicose sangüínea e do glicogênio muscular como combustí- 
veis emergencúris da atividade muscular é mtensamente aumen- 
tado pela secreção da adrenalina, que estimula a formação da 
glicose sartgüínea 4 partir do glicogênio no fígado e a degrada - 


Surtos de 

novidade pesada 



Figura 23-5 - Fontes d* tnargia para a contração muscular Oiieren- 
res combustíveis são usados para a síntese de ATP durante surtos de aO- 
vidade pesada 9 durante atividades leves ou repouso O AT? pode ser 
obtido rapidamente da fo s f o cr a ati na 

ção do glicogénio no tecido muscular, O músculo esquelético 
não contém glicose-6-fosfatase e não pode converter a glicose- 
6-fosFato em glicose livre para a exportação para outros tecidos. 
Conseqüentemente, o gEicogênjo muscular é completamente 
dedicado ao fornecimento da energia ao músculo, por meio da 
glicólise. 

Pelo fato de os músculos esqueléticos armazenarem relatí- 
vamente pouco glicogénio (cerca de 1% do seu peso total), há 
um limite para a quantidade de energia glicoUtíca disponível 
durante um esforço máximo, Além disso, o acúmulo de lactato 
e a consequente diminuição do pH» que ocorre nos músculos 
ativos no seu máximo, reduzem a sua eficiência. 

Depois de um período de atividade muscular intensa» a res- 
piração continua forte por algum tempo. Muito do D : obtido 
dessa forma é usado para a produção de ATP pda fosforiloção 
oxidai iva no fígado. Esse ATT é usado para a gbconeogénese a 
partir do lactato, transportado no sangue dos músculos até o 
fígado. A glicose assim formada retoma aos músculos para re- 
compor o seu glicogénio, completando o eido de Cari (Fig. 23- 
6$ veja também Adendo 1 M), 

Os músculos esqueléticos contém 10-30mM de fosfoereati- 
na (ver Tabda 14-5). que pode regenerar rapidamente o ATP a 
partir do A DP, peia reação da crcatma quinase. Durante os perío- 
dos de contração ativa e gUcblise» essa reação prossegue predo- 
minantemente na direção da síntese do ATP ( Fig. 23-5); duran- 
te à recuperação do esforço, a mesma enzima é usada para res- 
sintetizar a fosfocrealina a partir da creatina á custa do ATP. 
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figura - Cooperação rnetabólxa entre o múttuto esquelético 
< o fígado Músculos extremamem e ativos usam o gbí ogèno como fonte 
de enetgta, gerando tacrato via gícúJtse Durante A recuperação . parte 
desse lactato ê transportada para o fígado e usada para formar gtoree 
via gticoneogènese. A glicose ê liberada no sangue e retorna aos múscu- 
los para repor as reservas de ghcogéniD. Esta via completa {glicose * 
lactato -+ glicose) constitui o delo de Cori. 


O músculo cardíaco difere do músculo esquelético no fato 
de este estar continua meme ativo, em um ritmo regular de con- 
tração e relaxamento. Ao contrário do músculo esquelético* o 
coração possui um metabolismo compkUmente aeròbtco o 
tempo todo. As mitocóndrias são muito mais abundantes no 
músculo cardíaco que no músculo esqudético: elas perfazem 
quase metade do volume das células (Fig. 23-7). O coração usa 
como combustível uma mistura de glicose* ácidos graxos e cor- 
pos celônioos que chegam do sangue; esses combustíveis são 
oxidados por meio do ciclo do ácido cítrico para liberar a ener- 
gia necessária para produz, ir ATP pela los fu ri Lição uxidativa. 
Da mesma forma que o músculo esquelético* o músculo cardía- 
co nâo armazena lipídios ou glicogénio em grandes quantida- 
des. Pequenas quantidades de energia de reserva são armaze- 
nadas na forma defosfocreatina, suficiente para poucos segun- 
dos de contração. Pelo falo de o coração ser norma Imenle 
aeróbio e obter sua energia a partir da fosforiJaçàocúidativa* a 
impossibilidade de n O? alcançar uma parte do músculo cardía- 
co quando os vasos sanguíneos estão bloqueados por depósi- 
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Fígura 23-7 - Eletromicrografía do músculo cardíaco Nas miiotôn- 
drias abundantes* o púuvato. m iodos graxos e os corpos C£t0râQ5 são 
oxidados para dreaon® a síntese de ATP Esse meiabolsmo aeiôbio- es 
laoonâno permite ao coração humano bombeai sangue a uma vetooda 
de de apronrodamente 6 Ijüds por mnutü. ou 350 Inn» por hora. ou 
200 mihãK de litros em 70 anos 


tos de lipídios (atcrasclero&t) uti coágulos sanguíneos (trom- 
bose comn ariana I pode provocar a morte dessa região. Esse 
processo é conhecido como mfarto do miocárdio, mais conhe- 
cido como ataque du Coração. 

O cérebro usa a energia para a 
transmissão dos impulsos elétricos 

O metabolismo do cérebro é admirável em vários aspectos. Pri- 
meiro, o cérebro dos mamíferos adultos norma] mente usa ape- 
nas glicose como combustível (Fig, 23-8). Segundo* o cérebro 
possui um metabolismo respiratório muito ativo (Fig. 23-9); 
de uu O; a uma velocidade bem consume* mponsávd por quase 
20% do Gj total consumido em repouso. O cérebro contém 
muito pouco gjicugêníií. portanto de é contlnuamente depen- 
dente da chegada da glicose do sangue* Sí a glicose sanguínea 
cair significa tivame me abaixo de um certo nível critico, mesmo 
que seja por um curto período, síteraçòes graves e algumas ve- 
ies irreversíveis podem ocorrer na função cerebral. 

Embora o cérebro não possa usar dirétamente os ácidos gra- 
xo.s ou lipídios do sangue como combustível, dc pode, quando 
necessário, usar o p-hidroxibutiratn (um corpo cetômeo) for- 
mado a partir dos ácidos graxos nos hepatócitos. A capacidade 
do cérebro em oxidar o p-hidroxibuiirain por meio do aceti]- 
CoA torna- se importanie durante o jejum prolongado, depois 
que todo o glie ogènio hepático tenha sido esgotado, porque per- 
mite ao cérebro usar a go rdura do organismo como energia. Isso 
poupa as proteínas musculares, que se tomam a fonte final da 
glicose para o cérebro (por meio da güconeogénrsej durante o 
jejum prokmgado. 

A glicose é oxidada pela glicólise e o eido tk> ácido cítrico, 
fornecendo quase todo o ATP usado pelo cérebro. A energia é 
necessária para criar e manter um potencial elétrico através da 
membrana plasmátíca dos neurônios. A membrana plasmática 
possui um sistema detrogénico de contratransporte direciona- 
do pelo ATP, a ATPase Na' K', que bombeia simultaneamente 2 
lons K* para dentro c 3 kms Na + para fora do neurônio (veja 
Fig. 12-33). O potencial t rans membrana resullante muda tran- 
sitoriamente à medida que um sinal elétrico {potencial deaçáo) 
passa da extremidade de um neurônio para outra (veja Fig. 13- 
51- Potenciais de ação são os principais mecanismos de transfe- 
rência de informação na sistema nervoso. 


m 
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Figura 13-8 - A) fonte* d* energia no fir»bro va- 
riam com o estado nutricional O corpo celãnko 
ifiAdo pelo térobto é q p^drowbuii aio 
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Figura 13-9 - Metabolismo da glicose nú cfcrebro A téínca de ttxnografia por varredura 
de emissão de pôsrtrans (PIT) mostra a atnndaòe metabóica em regfcs «pecrftas do cére- 
bro A PTT permne a visualização da glicose marcada tsotopcamente em regões procisamen- 
le localizadas no cérebro de uma pessoa vwa r em tempo roa I A glicose enr iquec ida com C’ a 
(não ê um radioisótopo, e por iíso não constitui um risco á saúde) & mjetada na corrente 
sanguínea, poucos segundos mais tarde r a PET mostra quanto da glicose foi captada por 
cada região cerebral — uma medida da atividade metabólica. Estão mostradas aqui registras 
da PET de secções transversais do cérebro da frente para o dorso em quatro niveis de cima (à 
esquerda) para bano (a dtroita} Os registros contrastam o metabolismo da glicose quando o 
indivíduo euperimental está íá) em repouso e (b) em pnvaçâò de sono por 48 horas 


O sangue transporta oxigénio, 
metabólitos e hormônios 

O mingue medeia as interações metabólicas entre todos os teci- 
dos. Ele transporta nutrientes do intestino delgado para o fígado 
é do fígado e tecido adiposo pára outros òrgáos; transporta tam- 
bém produto* residuais dos leddos para t «ereção rmaL O oxi- 
gênio move-se no sangue do* pulmões para os tecidos e o GO; 
produzido prU respiração dos tecidos retoma ao sangue e aos 
pulmões para ser exalado. O sangue também transporta sinais 
hormonais de um teci do para outro. Na íimçâo de iransporiador 
de sinais, o sistema circulatório assemelha-se ao sistema nervoso; 
ambos regulam e integram as atividades dos diferentes órgãos. 

O homem adulto médio possui de 5 a 6 litros de sangue. Quase 
metade desse volume é ocupada por írtfs tipos de cdulas sanguí - 
neas 1 Fig. 23-10): eritródtos f células vermelhas 1 * preenchidas com 
hemoglobina e especializadas no transporte de O* e CO*; um nú- 
mero muito menor de leucócitos icéhifcs brancas) de vários ti- 
pos, essenciais para o astemji imune que nos defende contra as 
infecções, e as plaquei as, que ajudam a mediar a coagulação san- 
güinea. A porção liquida ê o plasma sanguíneo, que é 90% de 
água e 10% de solutos. Nele está dissolvida ou suspensa uma gran- 
de variedade de proteinas, lipopioteínav nutrientes, metabólitos, 
produtos residuais, tons inorgânicos e hormônios. Cerca de 70% 
dos sólidos plismâtkos do as proteínas pksmáttcas ( Fig, 23-10), 
primanametue as imunoglobulmas (anticorpos circulantes), so- 
ro albumina. apolipoproteinas envohndas no transporte de lipí- 
dios, transfemna (.para o transporte do ferro) e as proteínas da 
coagulação como o fibrinogémo e a protrombina. 

Qs íons e os solutos de baixo peso molecular no plasma san- 
guíneo são componentes não fixo*, mas estão em constante fluxo 
entre o cangue e os vários tecidos. A captação de tom inorgânicos 
da dieta è, em geral, contrabalançada peb excreção m urina. Para 
muitos dos componentes do sangue, algo semelhante a um equi- 
bbrio estacionário é alcançado; a concentração dos componentes 
varia pouco, embora ocorra um fluxo continuo enirc o traio in- 



1^0. bot 


Cja.-Mfa.xa 4^50* 


plruvito, corpçw píuüniccn, 
titritci. urtÍM, idJü lírico 



Figura 23-10 - A composição do sangue O sangue ê separado por 
centrifugação em plasma sanguínea e células. Cerca de 10% do plasma 
sangülneo é soluto, d05 quais 10% consistem de SéiS inorgânicos, 30% 
d« pequenas molécuta orgânicas e 70% de proteínas plasmãlicas 0s 
pnnopais componentes dissolvidos «ião mostrados O sangue contêm 
rncit^ outras sub^ncia^. Ireqúentemenro^quanticlâdesnvnjvnas Estas 
indue-m outros metabOtoos, enzvnas, tiormõnws, wta minas, nucroe l e 
mentos e pigmentos Cubares A dosagem dâ concentração dos compo- 
nentes no plasma sanguíneo ê imporiam* no diagnosteo e Tratamento 
das doenças 
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testinaf sangue e urina. Os níveis plasmáticos dos íons Na', K 1 c 
Ca 34 permanecem próximos de 140, 5 e 2^mM, respectívamenté, 
com pequena varia ção em resposta à ingestão alimentar. Qual- 
quer afastamento significativo desses valores pode resultar cm 
doença grave ou morte. Os rins desempenham um papel especial - 
mente importante na manutenção do equilíbriu iòniux servindo 
como um filtro «letivo que permite que os produtos residuais < o 
excesso de tom passem do sangue para a urina, enquanto rvita a 
perda dos nutrientes essenciais e dos ions. 

A concentração da glicose dissolvida no plasma esta umbem 
submetida a uma regulação estrita. Observamos as necessidades 
de ghcose para o cérebro c o papd do figado na manutenção da 
concentração da glicose em seu nivd normal de 60 a 90mg/100mL 
de sangue (cerca de 4, 5mM). Quando a glicose sanguínea do ho- 
mem cai para -Úhng/iOOmL (condição hipoglicemicah a pessoa 
expenmenu desconforto e confusão mental (Fíg, 2Mifc redu- 
ções maiores lesam ao coma, às convulsões e, na hipoglicemia 
extrema, à morte, A manutenção da concentração normal dl gli- 
cose no sangue é, puUanío, uma alta prioridade do organismo, e 
uma vartedade de mecanismos reguladores surgiu para alcançar 
esse fim. Entre os reguladores mais importantes da glicose sanguí- 
nea esláo os hormônios insulina, giucagon e adrenalina. 

Regulação Hormonal do 
Metabolismo Energético 

Qs ajuntamentos "minuto a minuto" que mantêm o nível tli gli- 
cose sangüinea próximo a 4,5 mM, envolvem as ações combina- 
das da insulina, giucagon e adrenalina nos processos metabóli- 
cos de muitos tecidos do organismo, mas especialmente do fíga- 
do, músculo e tecido adiposo. A insulina sinaliza a esses tecidos 
que a concentração de glicose sanguínea é maior que a necessá- 
ria; isso resulta na captação do excesso de glicose no sangue pe- 
las células e sua conversão em compostos de armazenamento, 
glkogénio e Iriarílgficeróis. O giucagon carrega a mensagem que 
a glicose sanguínea esta muito baixa e os tecidos respondem pro- 
duzindo glicose por meto da degradação do glicogênto, da gji- 
coneqgénese e pda oxidação de gorduras para reduzir o uso dc 
gheose. A adrenalina é liberada no sangue para preparar os mús- 
culos, os pulmões e o coração para um surto de atividade. 

A adrenalina sinaliza a atividade iminente 

Quando um animal i confrontado com uma situação estressante 
que requer uma atividade aumentada — lutar ou fugir, no caso 
extremo — . o$ sifUUs neurais do cérebro desencadeiam a libera- 
ção da adrenalina e nor adrenalina da supra-renal. Ambos os bar- 
móntos aumentam a vdocidade e a força dos batimentos cardía- 
cos e devam a pressão sanguínea, aumentando portanlo o fluxo 
de Q. e combustíveis para os tecidos e dilatando as passagens res- 
piratórias, facilitando a captação do G- (Tabela 23-2), 
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Figura 23-11 - Efeitos fisiológicos da queda da glicose sanguínea 
no homem. Níveis de glicose sanguínea abaixo de 40mg/100mL consti- 
tuem hipoglicemia grave 


A adrenalina age primammcntc no músculo, tecido adipo- 
so e fígado. Ela ativa a glicugêni» fosforilase e inativa a glicpgé- 
nio sim ase pela fosforilação dependen te do cAMP das enzimas 
(veja Fig. 20-15), estimulando, portanto, a degradação do gjico- 
génio hepático «n glicose sanguínea, o combustível para o tra- 
balho muscular anacròbico. A adrenalina também promove a 
degradação anaeróbia do glkogéntu do músculo esquelético em 
lactato pela fermentação, estimulando a formação gUcolitka do 
ATP. A estimulação da gUcòIise é acompanhada peb ckvação da 
concentração da fmio«-2,ó-bi.fasfata, um potente ativador akts- 
téríco da enzima glkoliiica-cbave, a fostbfrutoquinase- 1 (veja 
Figs. 20-7 e 2Ü-4S). A adrenalina também estimula a mobilização 
de gorduras no tecido adiposo, ativando {pda fosfonlaçào de- 
pendente do cAMP) a lipase dos triãáíglkerõis (veja Fíg, 17-3Í. 
Finalmenie, a adrenalina estimula a secreção do giucagon e ini- 
be a secreção da insulina, reforçando o seu efeito na mobiliza- 
ção dos combustíveis e inibindo o «u armazenamento. 


Tabela 23-2 

FfsioMçkot 

f Frequência cardíaca 
t Pressão sanguínea 
r Dilatação das passagens respiratórias 
Metabólicos 

T Degradação do glicogênio (músculo, figado) 
i Síntese do gkogánio (músculo, figado) 

T Glmoneogénese (fígado) 
t Glicôii» (músculo) 

t Mobilização de áciòos graxos (tecido adiposo) 
t Secreção de giucagon 
* Secreção de ínsuüna 


Entrega aumentada d# 0 2 aos teddOS (mú&cukis) 

Produção aumentada de glicose como combustível 

Produção de ATP aumentada no músculo 

Disponibilidade aumentada de ácidos graxostomo combustível 

Reforça os efe-rtos metabókos da adrerv^ka 


Efeitos fisiológicos e metabólicos d a adrenalini: preparo para a ação 
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C glucagon sinaliza a glicose sanguínea baixa 

Mesmo na ausência de atividade fisica significa meou de estres- 
sc. váriai horas após a ingestão (te dieta de carboidratos, a glico- 
se sanguínea cai abaixo de 4.5mM por causa da oxidação da gli- 
cose pdü cérebro e outros Tecidos. A diminuição da glicose san- 
guínea desencadeia a secreção do glucagon e diminui a liberação 
da insulina i Fig. 23-12). O glucagon induz um aumento na con- 
centração da glicose sanguínea de varias maneiras ( Tabefe 23- 
3í, Da mesma forma que a adrenalina, o glucagon estimula a 
degradação do glicogénio hepático ativando a glicogénio fosfo- 
rüasc c in ativando a glicogénio sintase; ambos os efeitos são re- 
sultado da fosforilüçào de enzimas reguladas, desencadeada pdo 
cAMP. Entretanto, ao contrário da adrenalina, o glucagon inibe 
a degradação da glicose pela glicúlise no fígado c esiimufe a sín- 
tese da glicose peia gliconeogênese. Ambos os efeitos resultam 
da diminuição do nEvri da Ir ut ase- 2,ó-bi fosfato, um inibidor 
ãlotférko da enzima gliconeogênica, a frutose- 1,6-bifosfatase 
{ FHRase- 1 } e um ativador da fosfofrutoqumase - 1 . Lembre- se de 
que o uivei da ÍTuíow-í.b-biíosfaio é, no finai, controlado pela 
reação da fos/orifeção de proteína» dependente do cAMP (veja 
Fig. 20-fi;. D glucagon também inibe a enzima glicohricã, a pi- 
nivato quinas? {promovendo sua fostonUção dependente do 
cAMP), bloqueando, dessa forma, a conversão do fosfoenolpi- 
ruvato em piruvato e evitando a oxidação do piruvato por meio 
do ciclo do ácido cítrico; o acúmulo resultante do íbsfoenoJpi- 
ruvato favorece a gliconeogênese. 

Estimulando a degradação do glicogénio hepático, evitando 
a utilização da glicose no ligado pela glicólísc e promovendo a 
gliconcogênese. o glucagon capacita u fígado a exportar glicose ao 
sangue, restaurando a glicose em seu nível normal (Fig. 23-12). 

Embora seu alvo primário seja o fígado, o glucagon (como 
a adrenalina) também afeta o tecido adiposo, ativando a fipase 
dos iriaatgjicerúis pefe fosforilaçâo dependeu Ir do cAMR A li- 
pasc libera ácidos graxos livres» que são exportados para o fíga- 
do c outros tecidos como tombustívd, poupando, dessa forma, 
a glicose para o cérebro- O efeito geral do glucagon e, portanto, 
estimular a síntese e a liberação da glicose pelo fígado c induzir 
a mobilização dos ácidos graxos do tecido adiposo, para ser usa- 
dos no lugar da glicose como combustível por outros tecidos 
que nâü o cérebro (Tabefe 23-3). Todos esses efeitos do gluca- 
gon sâo mediados pela fosforilaçâo de proteína dependente do 
cAMP, 

Durante ú jejum, curto ou prolongado, 
o metabolismo altera-se para fornecer 
combustível para o cérebro 

As reservas energéticas de um homem adulto normal sio de trés 
tipos; glicogénio, armazenado no fígado e no músculo em quan- 
tidades refetivamente pequenas; grandes quantidades de tria- 
cüglktrófe no tecido adiposo; e proteínas teciduais, que podem 
ser degradadas quando necessário para fornecer energia ( Tabe- 
fe 23 - 4 ). 



captação t a ciHUfimn únlne c a exportação 

de gJk«e de glicosí 

Figura 23-12 - Regulação da glicose sanguínea pela insulina e glu 
cagon As selas azuis indicam processos estimulados pela insulina; as 
setas vermelhas indicam processos estimulados pelo glucagon. Glicose 
sanguínea alta leva â secreção de insulina pelo pâncreas, e a glicose san- 
guínea baixa induz á liberação do glucagon, como descrito no texto. 


À Figura 23-13 mostra as alterações no metabolismo ener- 
gético durante o jejum prolongado. Depois dé um jejum notur- 
no, quase todo o glicogénio hepático c a maioria do gltcogèmo 
muscular foram ckpleTádos, Dentro de 24 bonç a concentração 
de glicose sanguínea começa a cair, a secreção de insulina dimi- 
nui r a secreção de glucagon é estimulada, Esses sinais hormo- 
nais levam à mobilização dos tnadlglkercus, que se tomam os 
combustíveis primários para o músculo e o fígado. Rara forne- 
cer glicose para o cérebro, o fígado degrada certas proteínas 
(aquelas mais dispensáveis para um organismo que nâo está in- 
gerindo alimento). Seus aminoácidos não -essenciais são desa- 
minados (veja Capítulo LM) e seus grupos a mi no são converti- 
das em uréia na fígado. A uréia é exportada através da corrente 
sanguínea ao rim e é excretada. Também no fígado, os esquele- 
tos carbônicos dos ammoácidos glicogénicos (veja Tabefe 20-3) 
são convertidos em piruvato ou intermediários do eido do áci- 
do cítrico. Esses intermediários, bem como o glicerol derivado 
dos triacilgliceróis no tecido adiposo» fornecem o material ini- 
cial para a gltconeogéne-se no fígado, produzindo glicose para o 


Tabela 23-3 - Efeitos do glucagon na glicose sanguínea: produção a liberação da glicose pelo fígado 


Efeito metabólico 

Efeito no metabolismo de glicose 

Enzima-alvo 

í Degradação do glkogênki {fígado) 
4 Síntese do glicogénio (fígado) 

4 Gkólise fflgado) 

Glicogénio glicose 

Menos glkose armazenada COmo gkogêmo 

Menos glicose usada como combustível no fígado 

f Füsfonlase do glicogénio 
4 Glicogénio sintase 
4 Foçfofrutoquinase-1 

T GUconeogénese (fEgadc) 

Aminoácidos 

Gkerul 

Oxakiacetato 

*■ gkose 

T Fnjtose-t r 6-bifosfatase 
4 piruvato gu inase 

? Mabhzaçào de aodo gruo iieooo ad poso ) 

Menos gí cose usada como combuSrêl pelo fígado, muscién 

t Loase dos tnaoigáceiúft 
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Tabela 23-4 - Disponibilidade de combustíveis metabólicos em um homem normal de 70kg e em um obeso no início de um jejum 


Tipo de combustível 

Peso (kg) 

Equivalente calòrico 
(milhares de kcal (ki)] 

Sobrevivência estimada 
(m«$es)* 

Homem normal de 70kg; 

TriadlglicerOis (tecido adiposo) 

15 

141 (5B9) 


Proteínas (pnncipalmente músculo) 

6 

24(100} 


Glicogênio (músculo, fígado} 

0,225 

0,90 (3,8} 


Combustíveis circulantes (glicose, ácidos graxas, triacNgkerol etc.) 

0,023 

0,10(0,42) 


Total 


1 66 (694) 

3 

Homem obeso de I40kg: 

Triacilglicenpis (tecido adiposo) 

BQ 

752(3.140) 


Proteínas (pnncipalmente músculo) 

6 

32(134) 


Glicogémo (músculo, figado) 

0,23 

0,92 (3,8) 


Combustíveis circulantes 

0,025 

0,1 1 (0,46) 


Total 


785 (3280) 

U 


'0 tempo de sobrevivência é calculado assumindo-se um gasto basal de energia de 1 .BOQkçal/dia. 


© 


© 


© 


© 

Uréia i 


Glicose i 


Ácidos graxos 


Corpos cetânícos são 

exportada 


exportada ao 


(importados do tecido 


exportados pela corrente 

ao rLm e 


cérebro através 


adiposo) sao oxidados 


sanguínea ao cérebro. 

excretada 


da corrente 


como combustível 


que os usa como 

na urina. 


sangUínea, 


produzindo acetil-CoA. 


combustível 



Figura 23-13 - Metabolismo energético no figado durante [ejum prolongado. Após a depleção das resenhas de carboidratos, as proteínas 
tornam-se uma fonte importante da glicose, produzida a partir de aminoáeidos glicogênicos pela gkcmeogéne» (etapas G) a @). Os ácidos graxos 
importados dos tecidos adiposos são convertidos em corpos cetônicos para a exportação para o cérebro (etapas © a (f)). As setas interrompidas 
representam reações por meio das quais hà um fluxo reduzido durante d jejum prolongado. 
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cérebro. Eventual mente, o uso dos intermediários do ciclo do 
ácido cítrico na gliconeogênese depleta o oxaloacetato {etapa (3) 
na Fig. 23-13), evitando a entrada de acetil-CoA no ciclo do áci- 
do cítrico, ü acetil-CoA produzido pela oxidação do ácido gra- 
xo acumula-se (etapas (5) e ©), favorecendo a formação do ace- 
toacetil-CoA (etapa ©) e corpos cetònicos no fígado. Depois de 
alguns dias de jejum, os níveis de corpos cetònicos no sangue 
elevam -se à medida que esses combustíveis são exportados do 
fígado para 0 coração, músculo esquelético e cérebro, que os usam 
no lugar da glicose (etapa (§}). 

Os triacilgliceróis armazenados no tecido adiposo de um 
adulto de peso normal fornece combustível para manter uma 
taxa basal do metabolismo por cerca de três meses; um adulto 
muito obeso armazena combustível para agüentar um jejum de 
mais de um ano (Tabela 23-4). Entretanto, esse jejum seria ex- 
trem amente perigoso; ele quase certamente levaria a uma su- 
perprodução de corpos cetònicos (descritos a seguir) e, talvez, ã 
morte, Quando as reservas de gordura se esgotam, inicia-se a 
degradação das proteínas essenciais; isso leva a perdas das fun- 
ções cardíacas, hepáticas e, eventualmente, à morte. A gordura 
armazenada pode fornecer energia adequada (calorias) durante 
um jejum ou uma dieta restrita, mas as vitaminas e os minerais 
devem ser supridos, e são necessários aminoácidos glicogênicos 
suficientes para substituir aqueles usados para a glíconeogêne- 
se. As rações para dieta são por isso comumente suplementadas 
com vitaminas, minerais, aminoácidos ou proteínas, 

A insulina sinaliza a glicose sangüínea alta 

Quando a glicose entra na corrente sanguínea, vinda do intesti- 
no após uma refeição rica de carboidratos, 0 aumento resultan- 
te da glicose no sangue induz a secreção da insulina e a diminui- 
ção da secreção do glucagon (Fig. 23-12). A insulina estimula a 
captação da glicose pelo tecido muscular (Tabela 23-5), em que 
a glicose ê convertida em glicose-6- fosfato, A insulina também 
ativa a glicogênio sintetáse e inativa a glicogénio fosforilase, de 
forma que a maior parte da glicose- 6- fosfato seja canalizada para 
o glicogénio. Em consequência da captação acelerada da glicose 
do sangue, a concentração da glicose caí aos níveis normais, di- 
minuindo a taxa de liberação da insulina pelo pâncreas. Dessa 
forma, há uma íntima e ajustável relação de retroalimentação 
entre a taxa de secreção da insulina e a concentração da glicose 
sangüínea, 0 que mantém a concentração da glicose sanguínea 
quase constante apesar das grandes flutuações na ingestão die- 
tética da glicose. 


Tabela 23 ■ 5 - Efeito da insulina na glicose sangüínea: captação da 
glicose pelas células e armazenamento como triacilgliceróis e gli- 
cogênio 

Efeito metabólico Enzima-alvo 


* Captaçáo de glicose (músculo} 

* Captaçao de glicose (fígado) 

t Sintese de glicogênio (fígado, músculo) 
i Degradação de glicogênio 
(fígado, músculo) 

* Glicôtise, produção de acebl-CoA 

(figado, músculo) 

t Síntese de ácidos graxos (fígado) 

1 Síntese de triadlglicerol (tecido adiposo) 


t Transportador de gkose 
t Gkoquinase 
f Glicogênio sintase 
i Glicogénio fosforilase 

t Fosfofnjlaquinase-1 
t Complexo da p«ruvato 
desidrogenase 
T Acetil-CoA carboxilase 
t Lipo proteína hp.iv.' 


A insulina estimula o armazenamento do excesso de com- 
bustível como gordura. Ela ativa tanto a oxidação da glicose-ó- 
fosfato até piruvato por meio da glícólíse, quanto à oxidação do 
piruvato a acetil-CoA. O acetil-CoA nâo-oxidado na produção 


de energia é usado para a síntese de ácido graxo no fígado, t 
esses ácidos graxos são exportados como triacilgliceróis nas li- 
poproteínas plasmáticas (VLDLs) para o tecido adiposo. A in- 
sulina estimula a síntese do triacilglícerol nos adipódtos, usan- 
do os ácidos graxos liberados dos tríaeilgli ceróis da VLDL Esses 
ácidos graxos são, no final, derivados do excesso de glicose cap- 
tado do sangue pelo fígado. 

Em resumo, 0 efeito da insulina é favorecer a conversão do 
excesso de glicose sangüínea em duas formas de armazenamen- 
to: glicogênio (no fígado e músculo) e triacilgliceróis (no tecido 
adiposo} (Tabela 23-5), 

Cortisol sinaliza o estresse, 
incluindo a glicose sangüínea baixa 

Uma variedade de estresses (ansiedade, medo, dor, hemorragia, 
infecções, glicose sanguínea baixa) estimula a liberação do hor- 
mônio corticosteróide cortisol pelo côrtcx da supra-renahO cor- 
tisol age no músculo, fígado e tecido adiposo para suprir o orga- 
nismo com combustíveis para uma iminente atividade intensa, 
O cortisol é um hormônio de ação relativamente lenta que alte- 
ra o metabolismo mudando os tipos e as quantidades de certas 
enzimas que sào sintetizadas nas suas células-alvo, mais do que 
regulando as moléculas de enzimas já existentes. 

No tecido adiposo, o cortisol estimula a liberação de ácidos 
graxos a partir dos triacilgliceróis armazenados. Os ácidos gra- 
xos sáu exportados para o sangue para servir como combustí- 
veis para vários tecidos e o glicerol resultante da degradação dos 
triacilgliceróis é usado para a neoglicogénese no fígado. O cortí- 
sol estimula a degradação de proteínas musculares não-essen- 
ciais e a exportação de aminoácidos para o fígado, onde ele serve 
como precursores para a gliconeogénese, No fígado, o cortisol 
promove a gliconeogénese estimulando a síntese da enzíma-chave 
PEP carboxiquinase (veja Fíg, 20-3b); o glucagon também tem 
esse efeito, enquanto a insulina tem o efeito oposto, A glicose 
produzida dessa forma é armazenada no fígado como glicogê- 
nio, ou exportada imediata mente para os tecidos que necessi- 
tam da glicose como combustível, O efeito final dessas altera- 
ções metabólicas é aumentar a glicose sangüínea até seu nível 
normal e armazenar glicogénio para suprir energia nas respos- 
tas de luta-ou-fuga comumente associadas com o estresse. Os 
efeitos do cortisol se contrapõem aos da insulina. 

O diabetes é uma deficiência na 
produção ou na ação da insulina 

O diabetes nielito, provocado por uma deficiência na secreção 
ou na açào da insulina, é uma doença relativamente comum: 
aproximadamente 6% da população dos Estados Unidos mos- 
tra algum grau de anormalidade no metabolismo da glicose, in- 
dicativo de diabetes ou uma tendência a ele. Q diabetes melito é 
real mente um grupo de doenças em que a atividade reguladora 
da insulina está deficiente. Há duas classes principais de doença: 
tipo 1 ou diabetes melito dependente de insulina (IDDM) e tipo 
2 ou diabetes melito não -dependente de insulina (MIDDM), Na 
primeira, a doença começa cedo e rapidamente torna-se grave. 
A última é de aparecimento lento, moderado e frequentemente 
passa despercebida. A IDDM requer cuidados e terapia insuEíni- 
ca, controle por toda a vida do equilíbrio entre ingestão de gli- 
cose e dose de insulina. G$ sintomas característicos do diabetes 
são sede excessiva e micção freqüente (poliúria), levando á in- 
gestão de grandes volumes de água (polidipsia). Essas alterações 
são causadas pela excreção de grandes quantidades de glicose na 
urina, uma condição conhecida como glico.su ria, O termo dia- 
betes melito significa “excreção excessiva de urina doce" 


m 


Uma outra aheraçáo metabólica caractçrülkã, resultante do 
dririlu da ação da insulina tw diabcifi, é a excessiva , mas in- 
completa, oxidação dos ácidos graxos no fígado, resultando na 
superprodução dos corpos cclónicos aceioacnato e p-hídrtm- 
butiralo, que não podem ser usados pdos tecidos rxtra-hepâti- 
ços tio rápido quanto são sintetizados no fígado- Além do fU 
hidroxibulirato e do acetoacelato, o sangue dm diabéticos tam- 
bém contêm acetona, que resulta da de&carboxilaçáo espontânea 
do aceloacetato: 


CHjr^ô — CHj — COO" + H 2 0 - — ► 

Acetoacetato O 

CH, — O — CH, + HCOI 

Acetona 


A acetona è volátil e exalada, dando ao hálito dc um diabético 
não 'tratado um odor característico. algumas vezes confundido 
com o etanoL Um diabético apresentando confusão mental por 
causa da alta taxa de glicose sanguínea pode ser ocasmnalmente 
maJ diagnosticado como vitima de intoxicação alcoólica* um erre 
que pode ser fataL A superprodução de corpos cetónico& T cha- 
mada de cetose. resulia m> seu apareci menio cm concentrações 
intcnsamenic aumen radas no sangue («tonem iâ ) e na urina (ce- 
tanúria; veja Tabela 17-2), 

A oxidarão dos tríadlgUceróís para formar os corpos «tó- 
nico* produz ácidos carboxíllcos* que se ionizam, liberando pró- 
tons, No diabetes não-cont miado isso pode ultrapassar a capa- 
cidade de tamponamenlü do sistema de bicarbonato do sangue 
e provocar uma diminuição do pH do sangue, chamado de ári- 
do» ou, em combinação com a trtose, cetoacidosc, uma condi- 
ção de rbeo de morte potencial 

As dosagens bioquímicas do sangue e da urina são essenci- 
ais no diagnóstico e no tratamento do diabetes, o qual provoca 
profundas alterações no metabolismo, Um critério diagnóstico 
sensível é fornecido pelo teste de tolerância ã glicose. Apôs uma 
noite sem alimento, o paciente bebe uma dose-teste de lOGgde 
glkose dúaotvida num copo com água. A concentração da gli- 
cose sangílínea é medida antes da dose -teste e em intervalos de 
30min por várias horas, Um indivíduo normal assimila a glico- 
se rapidamente, a glicose sangüínea eleva-se até não mais do que 
9 a lOmM e pouca ou nenhuma glicose aparece na urina. Indiví- 
duos diabéticos mostram uma acentuada deficiência na assimi- 
lação da dose- teste da glicose, o nível da glicose sangüínea eleva - 
k hem acima do limiar renal ( que é de cerca dc lOmMl, provo- 
cando o aparecimento da glicose na urrna. 

Hormônios: Estruturas Diversas 
para Diferentes Funções 

A regulação do metabolismo energético constitui apenas uma 
das muilas funções integral ivas dos hormônios, Vírtualmente 
çadã processo nos organismos stipercores é regulado por um ou 
mais hormônios: manutenção da pressão arterial, volume san- 
gülneo e equilíbrio eletrolítíco; embriogênese; diferenciação se- 
xual, desenvolvimento e reprodução; fome, comportamento ali- 
mentar e digestão, para mencionar alguns. Nós vamos analisar 
métodos para a delecção c mensu ração dos hormônios e sua 
interação com receptores e vamos considerar uma seleção re- 
presentativa de tipos de bormônios- 

A coordenação do metabolismo nos órgãos separados dos 
mamíferos é alcançada pek> sistema neuroendócnno. Células 
individuais em um tecido sentem uma alteração nas condições 


do organismo e respondem secretando um mensageiro quimico 
exuacelulan que passa para outra célula, onde se liga a uma molé- 
cula receptora e desencadeia uma mudança na segunda célula. 

Na sinalização neuroftal ( Fig. 23- 14a), o mensageiro quimi- 
co 1 neurotransmissor: ac et il colina, por exemplo | pode p er correr 
apenas uma fração de um micròmetro, através da fenda sinápóta 
ao neurônio seguinte de uma cadeia. Os hormônios ao contrá- 
rio, são transportados pek* sangue entre órgãos e tecidos distan- 
tes; eles podem viajar um melro ou mais antes de encontrar a sua 
célula- alvo (Fig. 23- Mb). Exceto por esra diferença anatômica, 
esses dois mecanismos de sinalização química são admiravelmente 


■lai Sinalização nciwmal 



íbl Sinal nação mdivrini 


Figura 23-14 - Sinalização paio sistema naoroandócslno (a: Ma si- 
nalização neuraí. os sinais «tttncos (impulsos nervosos) ongmam-se no 
COrpg celular e são transportados murto rapidamente por longas distân- 
cias até a extremidade do axônlo, onde os neurotransmissores são libera- 
dos e difundem-se para a célula-atvo A célula-alvo, que pode ser um 
outro neurônio, um miôcito ou uma célula secretora, está -a apenas uma 
fração de um micròmetro OU a alguns poucos micròmetrcs distante do 
local de liberação do neurotransmissor (b> Mo sistema endôerine, os hor- 
mônios são liberados na torrente sangüínea, que os transporiam através 
do corpo até os tetidos-à^o, que poderão estar mais de um metro dis- 
lante da célula secrelora Têmio os neuratranxrmssores quanto os hormô- 
nios interagem com receptores especffxos na ceMa-ato. desencadean- 
do respostas 


semelhantes, A adrenalina e a nor adrenalina, p^r exemplo, funcio- 
nam conto neurotransrmssores em certas sinapteí do cérebro e 
musculo liso c também coroo hormônios, regalando o metabo- 
lismo energético no fígado e no musculo. Na discussão sobre a 
sinalização celular que se segue, enfát Liaremos a ação hormonal 
lI ust rondo nossas discussões an teriures sobre o metabol ismo ener- 
gélico, mas a maioria dos mecanismos funda mcn lai* descritos 
aqui também ocorre na ação do nmrotransmissor. 

A descoberta e ã purificação de um 
hormônio requerem um ensaio biológico 

Como um hormônio é descoberto e purificado? Prime iramente, 
descobre-se que um processo fisiológico em um tecido è depen- 
dente de tini sinal que se origina em um outro tecido. A insulina, 
por exemplo, foi pda primeira vez reconhecida como uma subs- 
Ünda produzida pelo pâncreas capaz de afetar o volume e a com- 
posição da urina produzida por um cão (Adendo 23™ J ), Quando 
e descoberto um efeito fisiológico de um hormônio, um ensaio 
biológico para quantifica- lo pode scr desenvolvida. No caso da 
insulina, o ensaio consistia na inação de extratos de pâncreas {a 
origem bruta da insulina) em animais experimentais deficientes 
em insulina (Adendo 23-1) e a quantificação das; resultantes va- 
riações das concentrações de glicose no sangue e na urina, A lep- 
tina P o hormônio que inibe o comportamento alimentar quando 
os depósitos de triacilgliceroL no organismo são adequados, foi 
descoberta coroo um falor levado peio sangue de um camun- 
dongo normal, capaz de reverter o comportamento de ingestão 
alimentar excessiva de um camundongo mutante ( no qual falta 
va a leptina) . Para isolar um hormônio, extratos que contém esse 
hormônio são fracionados peias mesmas técnicas usadas para pu- 
rificar outras bsomoleculas (fracionamento com solventes, cro- 
m atografia e eletroforese), e cada fração é utilizada para o ensaio 
de atividade hormonal. Quando o material é purificado, sua com- 
posição e estrutura química podem ser determinadas. 

Essa fórmula para a caracterização de um hormônio é enga- 
nosamente simples. Os hormônios são tão potentes que neces- 
sitam ser produzidos somente em quantidades muito pequenas. 
A obtenção de quantidades suficientes de um hormônio para 
permitir sua caracterização química envolve freqúentemente iso- 
lamentos bioquímicos em uma escala heróica. Quando Roger 
üuiUertúft e Artdrrw Schaíiy independente rnen te purificaram e 
caracterizaram o hormônio liberador da tireotrofina (TRH) do 
hipolálamo, o grupo de Sçhall y processou cerca de 20 toneladas 
de hipotálamos provenientes de aproximadamente dois milhões 
de ovelhas, enquanto o grupo de Guillemin extraiu hipotála- 
mos de cerca de um milhão de porcos! Q TRH mostrou ser um 
derivado do tripeptídeo Glu-Hífr-Pro (Fig. 23-15). Quando a 
estrutura do hormônio foi conhecida, ele pôde ser quimicamente 
sintetizado em grandes quantidades para uso cm estudos bio- 
químicos e fisiológicos, 

Pdos seus trabalhos em hormônios hipotalàmicra, SchaUy e 
Guilkmin compartilharam o Prémio Nobel de Fisiologia e Me- 
dicina em 1977 cóm Ktnahu YaJow.a qual (com Solomort A, Ber 
son ) desenvol veu o r adi oimunoen sai o ( RJ A í ext raords nariamen - 
Te sensívd para a medida dos hormônios peptídicos ç usado para 
estudar a ação dos hormônios. O RIA revolucionou a pesquisa 
de hormônios an tornar possível a determinação rã pi da, quanti- 
tativa e especifica de muitos deles em quantidades diminutas. 

Anticorpos específicas de hormônios constituem a chave do 
radioimunoensaio. Hormônios purificados, injetados em coe-lhos, 
induzem à formação de anticorpos que se Ligam dos hormônios 
com alta afinidade e especificidade, Quando uma quantidade cons- 
tante de anticorpo e incubada com uma quantidade fixa de hor- 
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Ftquf a 23-1S - A astrutura do hormônio liberador da tifaotrerfini 
pntH) Purificado de extratos de Npotaíamo por esforços terócos, o TRh 
derriqrairoo ser um denvado do tnpept õeo Gfcj-Hs-fto 0 <pupo cartx> 
dia da cadeia Lateral do GAj ar-bnoTerrrwial: forma uma arrada (vermetio) 
com o Q-amra do çpupo Glu, formando o peogkitamafo. * o grupo 
carboicia da prolina carbcuneminaí é convertido em uma amida (verme- 
lho) Tais modificações são comuns eolie os pequenos hormônios pepfr 
diCCA. Em uma proteína típica de SOfcDa, as cargas nos resíduos armno e 
l a riioxi terminais contribuem nelatwamenie pouco para a carga total dá 
protema, mas, em um hormônio tripeptídeo,, essas duas cargas poderíam 
dominar as propriedades do peptídeo A formado de derivados arnida 
mascara essas cargas 
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roônio marcado r adi oa úvamente, u ma certa fração do hormônio 
radioativo se liga ao anticorpo (Fig. 23-16). 5c, além do hannò- 
nui radioativo , o hormônio não marcado também esfiver presen- 
te, este último irá competir e deslocar o hormônio marcado do 
seu Jocal dç ligação no anticorpo. Essa rtsmpetiçâo de ligação pode 
ser quantificada, lendo como referência uma curva -padrão feita 
com quantidades conhecidas do hormônio não marcado, O grau 
de deslocamento do hormônio marcado do anticorpo é uma me- 
dida da quantidade do hormônio nãa marcado presente nas amos- 
tras de sangue ou dos extratos dos tecidos. Usando hormônios 
Côm alta radioatividade, é possívd lazer ensaios com sensibilida- 
de para detectar pitogramas de um hormônio. A mais nova varia- 
ção dessa téoi ica, chamada de ensaio de imun nadsorção ligado á 
enzima (ELISA), está ilustrada na Figura 7-28b. 
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Adendo 23~1 Como um hormônio é descoberto? 

O árduo caminho na purificação da insulina 


Milhões de pessoas com diabetes melito tipo 1 (de- 
pendente die insulina) auto -injetam- st- diariamen- 
te insulina pura para compensar o fato de esse hor- 
mônio crítico nâo ser produzido por suas próprias 
células 3-pancreáticas. A injeção de insulina nào 
constitui a cura do diabetes, mas permite que pes- 
soas que, de outra forma, poderiam ter morrido 
mais jovens vivam mais tempo e tenham uma vida 
produtiva. A descoberta da insulina ilustra a com- 
binação de observações casuais e experimentação 
cuidadosa, pelas quais muitos hormônios têm sido 
descobertos. 

Hm 1889, Üskar Minkowski, um jovem assisten- 
te da Escola Médica de Strasburgo, e Josef von Me- 
ring, do Instituto Hoppc-Scyler em Strasburgo, dis- 
cordaram amigavelmente sobre a questão de o pân- 
creas, conhecido por conter lipases, ser importante 
para a digestão das gorduras no cão, Para resolver 
esse assunto, eles removeram cirurgicamente o pân- 
creas de um cão. Contudo, antes que os experimen- 
tos sobre a digestão das gorduras fossem realiza- 
dos, Minkowski observou que o cão produzia mui- 
Lü mais urina que o normal (um sintoma comum 
do diabetes não-tratado). A urina do eâo também 
apresentava glicose (outro sintoma do diabetes). 
Isso implicava que a falta de algum produto pan- 
creático causava o diabetes. Minkowski tentou, sem 
sucesso, preparar um extrato de pâncreas de cão 
que pudesse reverter os efeitos da remoção do pân- 
creas (que pudesse diminuir os níveis de glicose do 
sangue e da urina). Sabemos agora que a insulina é 
uma proteína e que o pâncreas é muito rico em 
proteases (tripsina e quimotripsina), que normal- 
mente são liberadas diretamente no intestino del- 
gado para auxiliar na digestão. Essas proteases, sem 
dúvida, degradavam a insulina nos extratos pan- 
creáticos de Minkowski. Apesar de considerável es- 
forço, nenhum progresso significativo foi leito no 
isolamento e caracterização do “fator antidiabáti- 
co” até o verão de E921, quando Krederick G. lian- 
ting, um jovem dentista trabalhando no labora- 
tório de JJ.R. MacLeod na Universidade de To- 
ronto, e um estudante assistente. Charles Best, 
dedicaram-se ao problema. Obtiveram várias li- 
nhas de evidências que apontavam um grupo de 
células especializadas no pâncreas (as ilhotas de 
Langerhans, veja Fig. 23-25) como a fonte do “fator 
antidiabético”, que por isso foi chamado de insuli 
na (do latim insuía, “ilha”). 

Tomando precauções para evitar a proteólise, 
Banting e Best (mais tarde auxiliados por J.B. Co- 
llip) foram bem-sucedidos no preparo de um ex- 
trato pancreático purificado, em dezembro de 1921, 
que curou os sintomas do diabetes experimental 
em cães. Fm janeiro de 1922 (um mès mais tardei), 
essa preparação de insulina foi administrada em 
Leortard Thompson, um menino de 14 anos grave- 
mente enfermo com diabetes melito. Hm alguns 


dias, os níveis de corpos cetônicos e de glicose na 
urina de Thompson caíram drasticamente; o ex- 
trato salvou sua vida. Em 1923, Banting e MacLeod 
ganharam o Prêmio Nobel pelo isolamento da in- 
sulina, Banting imediatamente anunciou que ele 
dividiria seu prêmio com Best; e MacLeod dividiu 
o seu com Collip. 

A partir de 1923, as companhias farmacêuticas 
supriram milhares de pacientes por todo o mundo 
com insulina extraída do pâncreas de porco. Com o 
desenvolvimento das técnicas de engenharia gené- 
tica na década de 1 980 (veja Capítulo 29), foi possí- 
vel produzir quantidades ilimitadas de insulina hu- 
mana, colocando o gene clonado da insulina hu- 
mana em um microrganismo, o qual foi cultivado 
em escala industrial. Atualmente em alguns pacien- 
tes são implantadas bombas de insulina, que libe- 
ram quantidades ajustáveis de insulina para aten- 
der às necessidades em períodos de refeição e du- 
rante o exercício. Há uma razoável esperança de que, 
no futuro, o transplante de tecido pancreático for- 
necerá aos pacientes diabéticos a fonte de insulina 
que responderá como um pâncreas normal faz, li- 
berando insulina na corrente sanguínea somente 
quando a glicose no sangue aumenta. 



Fnedehck G. Banting JJ.R. MacLeod 

(1891-1941) ' (1876-1935) 



Charles Best J.B. Colfip 

Í1 899-1 973) (1392-1965) 
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Figura 23-16-0 principio do radloimunoensalo (RIA) e um antimplo real (a) Uma baixa concentrado do horrnônio marcado rariioativj-meni» 
(vernrwlho) è incubada com uma quantidade fixa de anticorpo «pecffao desSé hormônio ®, gu na presença de várias concentrações do hormônio náo 
marcado («ul; ©) As moléculas do hormônio não marcado competem com as radioativamente marcadas peta ligação com 0 anticorpo A quantidade 
do hormônio radioativamente mancado ligado reflete assim a concentração do hormônio nâo marcado presente (to) Um radKJimunoenw^O para a 
hormôriKJ adrenocorticotfófico {ACTH}, Uma curva-padrão do [ÀCTH mafcido radtoativamente ligada] vs (ACTH nSo marcado ad*cignado| é constnida 
e usada pára determinar a concentração do ACTH (não marcado) em une amostra desconhecida Se una alíquota coniendo uma quantidade desccmhfr 
oda do hormôiKO não mancaoo der um vator de 0.4 para a proporção [itfjadoMkre] (veja sela), a aüquola devera conter cerca de 2Üpg de AC Th 


Hormônios agem por meto de receptores 
celulares específicos de alta afinidade 

Vimos no Capitulo 13 que todos o hormônios agem por meio 
de receptores especifkoa localizados nas células-aívo sensíveis 
ao hormônio, aos quais os hormônios se ligam com alta especi- 
ficidade e alia afinidade (veia Fig. 1 3-2)+ Cada tipo celular tem 
sua própria combinação de receptores hormonais, a qual define 
a sua responsividade aos hormônios, Aíém disso, dois tipos de 
células com 0 mesmo receptor podem ler alvos intracelulares 
diferentes para a ação do hormônio e assim responder díferen- 
temente diante do mesmo hormônio. À especificidade de açâo 
do hormônio resulta da complementaridade entre o hormô- 
nio e seu receptor. Essa interação é extrema mente seletiva, per- 
mitindo que hormônios com estruturas semelhantes tenham 
efeitos diferentes, e a alta afinidade da interação permite que 
as células respondam a concentrações muito baixas dos hor- 
mônios. N<> delineamento de drogas propostas para interferir 
na regulação hormonal, torna -se essencial conhecer a especi- 
ficidade e a afinidade relativa da droga e o hormônio natural. 
Lembre-se de que a interação hormônio -receptor pode ser 
quantificada pda análise de Scatdtard (veja Adendo 13-lh* 
qual, em condições favoráveis, fornece uma medida quantitati- 
va da afinidade (a constante de dissociação do complexo) e 
também 0 número de locais de ligação do hormônio em uma 

preparação 

O local de encontro entre o hormônio e o receptor pode ser 
cxiracrlular, cilosólico, ou nuclear, dependendo do tipo de hor- 
mônio. Às consequências intracelulares da interação hormônío- 
receplor sio de quatro tipos gerais (veja Fig. 1 3-2): ( 1) uma alte- 
ração no potencial de membrana resulta da abertura ou fecha- 
mento de um canal iònico ligado ao hormônio; (2.) um receptor, 
que é uma enzima, é ativado pelo hormônio extracelular; (3) 
um segundo mensageiro, como o cAMP ou o inositol trifostáto, 
é gerado dentro da célula e atua como um regulador alostérico 
de alguma (s) enzima{s) -chave-, ou (4) há uma alteração no ntvel 
de expressão de aígum(ns) geneísl mediada pelo receptor pro- 
téico nuclear ligado ao hormônio. 


Hormônios peptidkos e aminas solúveis em água ( rnsuluu 
c adrenalina, por exemplo) agem em suas células-alvo pela liga- 
ção a receptores localizados na superfkie celular espalhados na 
membrana pJasmátka Fig. 23-17), Apôs a Ligação do hormô- 
nio ao seu domínio extracclular, o receptor sofre uma mudança 
conformacionaJ análoga àquela produzida pela ligação de uma 
molécula efeiora a uma enzima alosierica. A mudança confor- 
ma dona! desencadeia os efeitos em cascata dos hormônios, 

Uma simples molécula de hormônio, formando um com- 
plexo com seu receptor, ativa uma catálise que produz muitas 
moléculas do segundo mensageiro; assim, o receptor serve não 
somente como um transdutor, mas também como um amplifi- 
cador do sinal, Muitos hormônios agem por meio de uma cas- 
cata de sinalização, uma série de etapas, que, em cada uma delas, 
um catalisador ativa outro, resultando em uma grande amplifica- 
ção do sinal originai Um exemplo ocorre na regulação da síntese 
c degradação do gjicogénio pela adrenalina {veja Fig. 1 3-15). A 
adrenalina ativa (através do seu receptor) a adenilcickse, que 
produz muitas moléculas de cAMP por cada molécula de hor- 
mônio ligada ao receptor. O cAMP, por sua vez, ativa a proteína 
quinase dependente de cAMP. a qual ativa a fòsfòriUse quiittse, 
que ativa a glicogénio fosforiUse. O resultado é uma amplifica- 
ção do sinal: uma molécula de adrenalina produz milhares de 
moléculas de glicose- L- fosfato a partir do gfkogénio. 

Hormônios insolúveis em água íesirroides, retinòidcs e hor- 
mônios tireèideos ) passam através da membrana plasmática das 
suas células-aJvo para alcançar suas proteínas lecepioras no nú- 
cleo ( Fig, 23-17). Nessa classe de hormônios. 0 próprio comple- 
xo hormônio -recepior leva a mensagem; de interage com o DNA, 
alterando a expressão de genes específicos* modificando o com- 
plemento enzim ático da célula e. por conseguinte, o seu meta- 
bolismo [veja Fig, 13-29), 

Os hormônios que agem através de receptores localizados na 
membrana plosmática geralmcrue desencadeiam respostas bioqui- 
mteas ou fisiológicas muito rápidas. Segundos após a adrenalina 
ter sido secreta da na corrente circulatória pda supra - renal, o múi- 
culo esquelético responde acelerando a degradação do glicogénio. 
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Figura 23-1? - Dois mecanismos gerais da ação hormonal Os hor- 
mônios pepirdeos e aâ amlnas sâo de açâo mais rápida que os hormônios 
esteróides e tlreóideos. 


Em contraste» os hormônios tireóideos e os sexuais (esteróídes) 
promovem resposus máximas em seus teci dos -alvo somente apôs 
horas ou até mesmo dias, Essas diferenças temporais de resposta 
^irespondem aos diferentes modos de ação, Em geral, t» hormô- 
nios de ação rápida promovem mudanças na atividade de uma ou 
mais enzimas preexistentes na célu-a, por mecanismos alosténcos 
ou por mod] fkaçôé* cavaltntes da{ s í enzima! s).Os hormôn m>* de 
ação lenta geralmente aíirram a expressão gémea, resultando na 
síntese de mais ou de menos protetnafs) regubdora(i). 

0$ hormônios sào moléculas quimicamente diversas 

Há diferentes classes de hormônio? em mamíferos, distintas por 
sua estrutura química e modos de ação (Tabela 23-6}. Os hor- 
mônios peptidicos, anunas e eicosanóides agem nas cétulas-afvo 
via receptores dc supciftcir. Os hormônios estcrókJcs. (ireôtdco*, 
minòides e a vitamina D entram na célula e atuam por meio de 
receptores nucleares. O óxido niineo também entra na cdula» mas 
ativa uma enzima ciiosóhci, a gu anilai o cidase (veja Fig. 13-9), 


Os hormônios podem também ser dasaí ficados quanto à 
distância que percorrem para atingir seu tecido-alvo a partir do 
local de sua liberação. Hormônios endôerinos ( do grego eruton* 
que significa 'dentro" e krirttin, ''liberar") sào Liberados no san- 
gue e Levados até as células -alvo por todo o corpo. Hormônios 
parácrinos são liberados no espaço extraçdular por uma célula 
e se difundem até as células-alvo vizinhas. Hormônios autócrí- 
nos são liberados por uma célula e afetam a mesma célula pda 
ligação a receptores na sua própria superfície. 

Os mamíferos não são os únkos que possuem sistemas de 
sinalização hormonal Os insetos eos vermes nematòides possuem 
sistemas de regulação hormonal akamemr desenvolvidos, cujos 
mecanismos fundamentais são íemdhantes aos dos mamíferos. 
Às plantas» também» usam sinais hormonais para coordenar as 
atividades de seus várkw tecidos. O estudo das ações hormonais 
nâo i tio deseíiTOÍvidn em plantas como em mamíferos» mas esta 
daro que alguns mecanismos são comuns, Para ilustrar a diversi- 
dade estrutural e a variedade de ações dos hormônios de mamífe- 
ros, vamos considerar na Tabela 23-6 exemplos representa ri vos 
de cada uma das principais classes dc hormônios 

Hormônios peptfdeos Os hormônios peptídeos podem ter 
de 3 a 200 resíduos de aminoá eidos. Eles incluem os hormônios 
pancreáticos insulina» glucagon e somatostatina e todos os hor- 
mônios do hipotálamo e du hipófise (descritos a seguir). Esses 
hormônios são sintetizados nos riboMomos como proteínas pre- 
cursoras mais longas (pró-hormônio)» as quais são empacotadas 
em vesículas de secreção e clivadas por proteólise para formar os 
peptideos ativos. Insulina é um o pequena proteína (M r 5.700) 
com duas cadeias polipeptídicas, A c lí» unidas por duas pontes 
diasulfetá Ela é sintetizada no pâncreas como um precursor ina- 
tivo de uma única cadeia t pré -pro insulina iFig» 23- 18), com uma 
‘'sequência de sinal 11 ãminoterminaJ» que dirige sua passagem para 
as vesículas secretoras. (Seqüéncias de sinal são discutidas no 
Capítulo 27; vtp Fig. 27-35)* A remoção proteoütica da sequên- 
cia de sinal e a formação das trés ponte* dis&ulkto produzem a 
proinsuiina. que é estocada nos grânulo* de secreção nas células 
pancreaticas. Quando a elevação da glicose sanguínea desenca- 
deia a secreção da insulina* a proinsuhna é convertida em insuli- 
na ativa por proteases específicas, que divam duas ligações peptí- 
dicas para formar a molécula dc uisuàna madura. 

Em algum casos, os pró-hormônios fornecem um simples hor- 
mônio peptideos mas freqUentemerite vários honnônios ativo* se 
originam do mesmo pnó-hormònio, D pró-opiomdanocortina 
(PQMC) é um exemplo espetacular de múltiplos hormônios co- 
dificados por um simples gene. Q gene POMC codifica um poti- 
peptvdeo kmgo que é progressivamente clivado em um total dc. 
pelo menos, nove peptideos biologicamente ativos (Fig. 23-19). 
Os resíduos terminais dos hormônios peptideos são frequentemen- 
te modificados, assim como ocorre com o TRH [Fig. 23-15). 


Tabela 23-6 - tias ves dos hormônios 


Tipo 

Exemplo 

Origem 

Via sintética 

Modo da ação 

Feptldeo 

Cátecolitnina 

ticosanôide 

Esterôide 

Leu-ençefaHna 

Adrenalina 

PGE, 

Testwtétona 

Tyr-G ly-Gly-fhe-Leu 
Tirosina 

Acido graxa 20; 4 
Colesterol 

Processamento proteolítíco 
da proenzima 

Receptores na membrana píasmática, 
segundos mensageiros 

Retinôlde 

Tlreôide 
Vitamina D 

Ando rpTinóico 

Triiodatironina (Tj> 

1 ,25-dndroxhColecalciferal 

Vrtamina A 

Tyr na tirecglobullna 
Colesterol ou vitamina D 


Receptores nucleares' regulação 
transcrldonal 

Oxido nítrico 

Oxido nítrico 

NO* 

Argimna + 0 2 

Receptores titosòlicos (guanilato oclase) 
e segundo mensageiro (cGMP) 


m 


Figura 23-18 - Insulina A insulina madura * 
Iqrmada a pamr de seu precursor maior, a pre- 
proinsuhna, por processamento pmteoHüco 
A remoção dos 23 aminaâodos ísequinoa u- 
naltfaòora} no aminotErminai da pr^pnanuj- 
Ina ea formação de trés pontes ôiíulfetO 0»- 
durem a proraJtna. Cortes protedFlcos pos- 
teriores removem o peptiòeo C debando a 
■nsuhna mackaa, composta das cadeias A e B 
A sequènoa de amínoâodos da insulina bovi- 
na ftii mostrada na Figura S-24 
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Figura 23-19 - Processamento proteolítko 
do precursor prò-opiomelsmocortina 
(POMQ 0 produto micial do gene PO MC é 
um longo pcJipeptídeo que sofre uma séne de 
clivagens por pmteases especificas para produ- 
zir ACTH, p e y^lipotrofina, b-MSH (hormônio 
estimulante dos meJanôcitos), pe r-MSli CUP 
(pepddéo intermediário semelhanie A comco- 
trolma), p-endorftna e Met-encelalina. Os pon- 
tos de d vagem sâc resíduos bás<os pareatjos, 
como Arg-lyv Lys-Arg. ou Lys-iys 
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A concentração dos hormônios pcptídeos dentro dos grâ- 
nulos de secreção l tio alta que os conteúdo* são virmalmer.Ec 
cristalinos; quando o conteúdo de um grânulo è liberado por 
orodtose, uma grande quantidade do hormônio é liberada re- 
pcnli namente. Os capilares que irrigam ás glândulas endócrinas 
produtoras tje peptídeos alo fênestrados (mais finos que os usu- 
ais e permeáveis aos peptídeos), assim as moléculas secretadas 
do hormônio entram facilmente na corrente circulatória t são 
transportadas até as células-alvo. Todos os hormônios peptfde- 
os atuam nas células-alvo por meio de receptores localizados na 
membrana phsmática. Eles promovem a formação de um se- 
gundo mensageiro no d toso! (cAMR Ca 2 * etc.}» que modifica a 
atividade de alguma enzima intracelular, alterando assim o me- 
tabolismo celular 


Hormônios ca teco laminas Os compostos solúveis em ãguu 
adrenalina e nor adrenalina càn catecolami nas, sintetizadas a par- 
tir da tirosma e assim denominadas pela semelhança estrutural 
com o composto catecol. As calecolaminas produzidas no cére- 
bro e em outros tecidos neurais funcionam como neurotrans- 
missores, mas a adrenalina (epinefrina) e a noradrenalina (no- 
repinefrína) sâo também produzidas e secretadas como hormô- 
nios pelas glândulas supra-renais. Semelhantes aos hormônio* 
peptídeos, as calecolaminas estào muito concentradas dentro das 
vesículas de secreção, são liberadas por exoritose e podem atuar 
por meio de receptores de superfície para gerar mensageiros se- 
cundários intracelulares. Elas desencadeiam uma variedade de 
respostas fisiológicas ao estresse agudo (Tabela 25-2). 
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Todos os hormônios esteróides agem por meio de receptores nu- 
cleares modificando o nível de expressão de genes específicos. 
Os glicocorticóides {como o corüsol) afetam primariamente o 
metabolismo de carboidratos os mineralocorticòides {como a 
aldosterom) regulam a concentração de eletrólitos no sangue. 
Os andrógenos (testosterona) e os estrógenos (como oestmdiol, 
veja Fig. 11-17) sio sintetizados nos testículos e nos ovários e, 
em pequena proporção, no córtex supra -renal. A síntese desses 
hormônios também envolve as enzimas do citocromo P-45Ü que 
clivam a cadeia lateral do colesterol e introduzem átomos de oxi- 
gênio. Esses hormônios afetam o desenvolvimento e o compor- 
tamento sexual e uma variedade de outras funções reprodutivas 
e não-reprodutivas. 


Eicosanóides. Os hormônios cicosanóides (prostaglandinas, 
leucotrienos e tromboxanos) são derivados do ácido graxo po- 
liin saturado de 20 carbonos, o araquidônico. Eles não são sinteti- 
zados e estocados previamente, mas são produridos, quando ne- 
cessários partir do ácido araquidônico que foi enzimaticamente 
liberado dos fbsfolipídios de membrana pela fosfblipase Ã 2 (veja 
Fig. 1 1 -1 6), As enzimas da via que produz prostaglandinas e trom- 
boxanos (veja Fig. 21-16} são amplamente distribuídas nos teci- 
dos dos mamíferos; a maioria das células pode produzir esses si- 
nais, e as células de muitos tecidos podem responder por meio de 
receptores específicos localizados na membrana plasmática. Os 
hormônios eicosanóides são secretados no fluido intersticial fora 
da célula (não primariamente no sangue) e atuam de modo pará- 
crino nas células vizinhas. As prostaglandinas promovem a con- 
tração do músculo liso» incluindo 0 do intestino e (itero (e po- 
dem por isso ser usadas para induzir o parto). Elas podem tam- 
bém mediar a dor e inflamação em todos os tecidos. As drogas 
an ti inflamatórias atuam freqüentemente inibindo passos na via 
de síntese das prostaglandinas (veja Adendo 21-2). Os tromboxa- 
nos regulam a função das plaquetas e a coagulação do sangue. Os 
leucotrienos LTQ e LTD 4 estimulam a contração do músculo liso 
no intestino, vias pulmonares e traquéia e são mediadores da gra- 
ve resposta imune chamada anafilaxia. 



Hormênios esteróides. Os hormônios esteróides (adreno- 
corticais e sexuais) são sintetizados a partir do colesterol em 
vários tecidos endócrinos e sio levados pela corrente sanguínea, 
ligados a proteínas carreadoras, até suas células-alvo. Mais que 
50 hormônios cortioosteróides de dois tipos gerais são produzi- 
dos no córtex supra -renal por meio de reações que removem a 
cadeia lateral do anel D do colesterol e introduzem oxigénio para 
formar os grupos ceto e hidroxil Muitas dessas reações envol- 
vem enzimas do citocromo P-45Q (veja Adendo 21-1, pãg. 610). 
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Hormônio vitamina D Calcitriol (l»25-diidroxicolecalcife- 
rol) é produzido a partir da vitamina D por meio de enzimas 
de hidroxilação no fígado e nos rins (veja Fig, 11 -13a), A vita- 
mina D é obtida pela dieta ou por fotólise (pela luz solar) do 7- 
diidrocolesterol na pele. O calcitriol trabalha em conjunto com 
o hormônio da paratíreóide na homeostasedo Ca 1 ", regulando 
a concentração do Ca 2t no sangue e o balanço entre o depósito 
e a mobilização de Ca 2+ do osso. Agindo através de receptores 
nucleares, o calcitriol ativa a síntese de uma proteína intestinal 
ligado ra de Ca 1 ', essencial para a absorção do Ca If da dieta. 
Uma ingestão inadequada de vitamina D pela dieta ou defdtos 
na biossíntesede calcitriol resultam em doenças graves como o 
raquitismo, em que os ossos são fracos e mal formados (veja 
Fig. U-I8b). 


7- Desidrocolcstcro I 

jtoiUV 

Vitamina 

(cchlecakiferol) 

I 

25 -Hidroxícolecaldfcro] 

I 

1,25- Diidrcmcoletakiíerol 


Hormônios retinóídes. Os retinòides são potentes hormô- 
nios que regulam o crescimento, a diferenciação e a sobrevivên- 
cia celular por meio de receptores nucleares específicos. O pró- 
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hürmònio retino l é sintetizado prima riamente no fígado a par- 
tir da vitamina A (veja Fig. 11-19), e muitos tecidos convertem 
o refinol no hormônio acido retmóko (RA}. Tudo* os tecidos 
são aJvó des rrtirióides, assim como todos os tipos celulares têm 
pelo menos uma forma de receptor nuclear para os íetiMÍdes. 
Em üiultoi, os principais tecido* -alvo incluem córnea, pele, epi- 
idio do pulmão, traqueia e sistema imunolõgkn- O RA regula a 
síntese de proteínas essenciais para n crescimento e a diferenciação. 
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Hormônios tiroôfdeoá. Os hormônios lireóideos T* ( t í rosei- 
na) e Ti (tríiodotirtmlna) são sintetizados na glândula tireóide a 
partir de umapmtefna precursora, a tireoglobulina (M r 65í),üQQ), 
Dois resíduos de tiro&ina na tireoglabulina são otumattea men- 
te iodi nados t ligados covalen temente; o T 4 e J 3 livres sáo libe- 
rados por proteólíse, Os hormônios nreòideus estimulam o 
metabolismo energético, especial mente no ligado e no múscu- 
lo, ativando a expressão de genes que codificam enzimas-chave 
catabólkas. 
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Óxidú nítrico (NO), O oxido nítrico t um radkal livre reiaii- 
vamente estável si n lei i /ado a partir do oxigênio molecular e do 
nilrogènio guanidina da arginina (veja Fig. 22-29) em uma rea- 
ção catalisada pela NO sintase. Essa enzima é encontrada em 
muitos tecidos e tipos celulares: neurônios, macráfagos, hepa- 
tôcitos, células musculares Lisas, células endete liais dos vasos 
sanguíneos e «lulas cpiteliais dos rins. O NO atua próximo ao 
local em que t liberado, entra na célula -alvo e ativa a enzima 
citosólíca guanilalo adase, a qual catalisa. a formação do segun- 
do mensageiro cGMP (veja Fig. 13*9). 

O que i^gyla os reguladores? 

Os níveis dos vários hormônios regulam processos celulares es- 
pecíficos, mas o que regula o nível de cada hormônio? A respos- 
ta mais curta é que 0 sistema nervoso central recebe informa- 
ções de muitos sensores internos e externos - — por exemplo,, si- 
nais de perigo, fome, ingestão alimentar, composição « pressão 
do sangue — e organiza a produção de sinais hormonais apro- 
priados pelos vários tecidos eodfarinoft do corpo. Para uma res- 
posta mass completa, precisamos analisar os principais sistemas 
produtores de hormônios do corpo humano e algumas de suas 
in ter- relações funcionais. 
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Figura 33-20 - As principais glândulas end Geririas (em vermelho 


claro) 


A Figura 23-20 mostra a locafizaçá» anatômica das princi- 
pais glândulas endôerinas no homem c a Figura 23-21 represen- 
ta a "cadeia de comando 11 na hierarquia de sinalização hormo- 
nal, Q hipotálamo no cérebro (Fig. 23-22) é o centro de coorde- 
nação do sistema endócrino; de recebe e íntegra mensagens do 
sistema nervoso central. Em resposta a essas mensagens, o hipo- 
tálamo produz numerosos hormônios reguUfórios (fatores li- 
beradores), que passam diretantente para a glândula hipófise i. ou 
pituitária} através de neurônios e vasos sangüineos especiais que 
conectam as duas glândulas (Fig. 23-22b). A glândula hipófise 
tem duas partes funcional mente distintas. A hipófise posterior 
contém as terminações axonais de muitos neurônios que se ori- 
ginam no hipolàlamo. Esses neurônios produzem hormônios 
peplídeos pequenos, a ocitodna ç a vasopressina (Fig, 23-23), 
os quais se movem pelos axônios para as lerm inações nervosas 
na hipófise, onde são estocados em grânulos de secreção, á espe- 
ra do sinal para sua liberação. 

À hipófise anterior responde aos hormônios hipoulàmí- 
cos trazidos pelo sangue produzindo os hormônios tráfico* ou 
trofinas í do grego frppíw. que significa “iransíoiTTiirVmúdar*). 
Esses poiipepüdcm rei at ivamente longos ativam a próxima fi- 
leira de glândulas endôerinas (Fig. 23-21), a qual inclui 0 cór- 
tex supra -renal, a glândula tireoide, o* ovários e os testículos. 
Essas glândulas, por suã vci T são estimuladas a secreta r seus hor- 
mônios específicos, os quais são levados pelo sangue até os re- 
ceptores hormonais localizados nas células dos seus tecidos- alvo. 
Por exemplo, o hormônio liberador da corticotrofina (CRH) 
do hipotãlamo estimula a hipófise anterior a liberar o ACTH,o 
qual age no córtex supra- renal (camada externa da glândula 
supra -renal) e desencadeia a liberação do cortisol O cortisol.c 
último hormônio dessa cascata, atua por meio de seu* recepto- 
res em muitos tipos dé células-alvo para alterar seu metabolis- 
mo. Em hepatôdtos, uma da* ações do cortisol é aumentar i 
velocidade da gliconcogénese. 
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Fiqura 23-21 - Os principais sistemas endócrinos e seus tccldos-alvo Os sinais onginóriqs do sistema nervoso central (em cima) passam através 
de uma série de relês para os alvos finais (embaixo). Além dos sistemas mostrados, o timo- e a glândula pineal, bem como um grupo de células no trato 
gastrointestinal, também secreta m hormônios 
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Figura 23-22 - Origem neuroetMiPcfina dos sinais hormonais 

(*) Lucafiraçto do hipotâíamo e da glândula hipófise b Detalhes 
do sistema hipotálamo-hipOfise. Sirfc&iS provenientes dç neurônios 
conecta ntes estimulam o hipotílamo a secretar fatores liberadores 
em vasos sangüíneos que transportam os hormônios diretamente à 
rede capilar da hipófise antenor. Em resposta a cada fator liberador 
hipotalâmico, a hipófise anterior libera seus hormônios apropriados 
na circulação geral. Os hormônios da hipófise posterior sâc sinteti- 
zados em neu rôrwos que se originam tm hrpolálamo. transportadas 
em axftnias para as ertrenudades nervosas na hipôfit* pOstenor e 
armazenados at até que s^sm Iterados na corrente sanguínea, em 
resposta a um smaJ neuronal 
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Figura 23-23 - Dois hormônios da glândula hipófise posterior Os 

resíduos carboxiternninais são a glidnamida ( — NH — CHj-^ONHj); a 
amidâção do darboxiterminal à comum em hormônios peptidlcos curtos. 
Esses dois hormônios, idênticos em todos os resíduos, exceto dois (som- 
breados), apresentam efeitos biológicos muito diferentes. A ocitocba age 
no músculo liso do útero e das glândulas mamárias, causando a contra- 
ção uterina durante o parto e promovendo a liberação do leite durante a 
lactação. A vasopressina (VF( também chamada de hormônio a nti diuréti- 
co. ADH) aumenta a reabsorção de água no rim e a constrição dos vasos 
sanguíneos, aumentando assim a pressão arterial. 


As cascata* hormonais* tais como aquelas responsáveis peia 
liberação do cortisol e da adrenalina, resultam em grande am- 
plificação do sinal inicial e permitem um ajuste fino adequado 
na liberação desses últimos hormônios (Fig. 23-24), A cada ní- 
vel da cascata* um sinal pequeno resulta em uma resposta maior. 
O sinal elétrico inicial para o hípotálamo resulta na liberação de 
poucos nanogmmas do hormônio liberador da corticotrofina, o 
qual promove a liberação de poucos microgramas de corticotro- 
fina, A corticotrofina age no córtex supra -renal causando a libe- 
ração de mitigr&mas de cortisol, com uma amplificação total de 
pelo menos um milhão de vezes, 

A cada nível da cascata hormonal, há a possibilidade de uma 
inibição por retroalimentação dos passos mais iniciais da cascata; 
níveis elevados do último hormônio ou de um dos hormônios in- 
termediários inibem a liberação dos hormônios mais iniciais da 
cascata, do hípotálamo ou da hipófise. Esses mecanismos de retro- 
alimentação realizam os mesmos objetivos que os mecanismos alos- 
térícos que limitam a velocidade de uma via biossintética (compa- 
rar a Fig. 23-24 com a Fig. 8-25): um produto ê feito (ou liberado) 
somente até que sua concentração necessária tenha sido alcançada. 

Nem todas as células que produzem hormônios fazem parte 
de cascatas tão longas, A liberação da insulina pelo pâncreas, por 
exempla é regulada principalmente pelos níveis de glicose no san- 
gue que supre o pâncreas (Fig. 23-21). Os hormônios peptídeos 
insulina, glucagon e soma tost atina são produzidos por agrupa- 
mentos de células especializadas do pâncreas, as ilhotas de Lan- 
gerhans (Fig, 23-25). Cada tipo celular da ilhota produz um único 
hormônio: as células a produzem glucagon; as células Ji, insulina; 
e as células S, a somastotatina. Quando a glicose no sangue au- 
menta* eia é transportada eficientemente na célula p, é imediata- 
mente convertida em gHcose-6-fasfàto pela glicoquinase e entra 
na glicólise. À taxa aumentada do catabolismo da glicose promo- 
ve (por mecanismos não totalmente conhecidos) a entrada de Ca 1 ' 
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Figura 23-24 - Cascata do liberação dos hormônios que se segue 
aos impulsos do sistema nervoso central ao hipotálamo. Ao longo 
da via, em cada tecido endócrino um estímulo de um nlvet superar è 
recebido, amplificado e sua transdução leva á liberação do próximo hcir- 
mômo na cascata A cascata é sensível á regulação em vários níveis por 
inibição de retroalimentação pelo último hormônio. O produto, por isso. 
controla sua própna produção, assim como ocorre nas vias biossintéticas 
dentro de uma célula. 


através de canais na membrana plasmática, desencadeando a libe- 
ração da insulina por exodtose, Estímulos do sistema nervoso 
parassimpãtico e simpático também ativam ou inibem a libera- 
ção da insulina, respectivamente, A concentração da glicose no 
sangue* o fator mais importante regulado pela insulina* é por si só 
o fator primário que desencadeia a liberação da insulina. Uma 
simples alça de retroalimentação limita a liberação do hormônio: 
a insulina diminuí a glicose sanguínea estimulando a sua capta- 
ção pelos tecidos; a redução da glicose no sangue é detectada pela 
célula p como uma diminuição do fluxo por meio da reação da 
glicoquinase: isso diminui ou bloqueia a liberação da insulina. 
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Figura 23-25 - O sistema endòcrino do pâncreas. Além das células 
exócrinas du adnares (veja Fig. 1 7-3b), que seeretam as enzimas digesti- 
vas na forma de zimogênios, o pâncreas contêm tecido endóeri no consis- 
tindo de ilhotas de Lengerhans. As ilhotas contêm as células a, p e S 
(também conhecidas como células A r B e D. respectivamenté), cada uma 
secretando um hormônio polipeptídeo específico. 


Regulação a Longo Prazo 
da Massa Corporal 

Os ajustes metabólicos desencadeados pela insulina, glucagon 
e adrenalina ocorrem em uma escala curta de tempo— segun- 
dos ou minutos, Outros mecanismos regulatórios atuam em 
uma escala do tempo mais longa» controlando a alimentação e 
o gasto energético de uma maneira que mantém o corpo do 
mamífero em homeostasia. Entre as idades de 25 e 55 anos» o 
homem norte-americano ganha em média 9kg, corresponden- 
do a uma ingestão, nesse período de 30 anos, de poucos déci- 
mos de porcentagem a mais de calorias por dia do que são gas- 
tas. Isto é uma regulação consideravelmente precisa! Contudo, 
0 leve desequilíbrio em favor dó ganho de peso pode ser preju- 
dicial à saúde. A expectativa devida cai quando o tecido adipo- 
so se torna uma fração muito grande da massa corporal total. 
Consequentemente, há um grande interesse no entendimento 
de como são regulados a massa corporal e o estoque de gordura 
no tecido adiposo» 

A leptina foi prevista pela teoria li postal ka 

A teoria lipostática, desenvolvida para explicar a constância re- 
lativa do peso corporal, postula um mecanismo de retroalimen- 
tação que inibe o comportamento alimentar e aumenta o con- 
sumo de energia quando o peso corporal excede um certo valor 
(“set point”); a inibição é liberada quando o peso corporal cai 
abaixo desse valor. Essa teoria prevê que um sinal de retroali- 
mentação que se origina no tecido adiposo poderia influenciar 
os centros cerebrais que controlam o comportamento e a ativi- 
dade alimentar (metabólica e motora). Tal fator foi descoberto 
em 1994. Á leptina (do grego kptos Y fino), produzida nos adipó- 
citos, é uma proteína pequena (167 resíduos de aminoácidos), 
que se move através do sangue até o cerébro* onde atua nos re- 
ceptores do hípotálamo para diminuir o apetite. 

A leptina foi identificada como o produto de um gene de- 
signado OB (obeso) em camundongos de laboratório» Os ca- 


Figura 23-26 - Um defeito na produção de leptina leva a obesida- 
de. Estes do-is camundongos têm defeitos no gene obeso e são da mes- 
ma idade. O camundongo da direita foi tratado com injeções diárias de 
leptina purificada e pesa 35 gramas. O camundongo da esquerda náo 
recebeu leptina, consequentemente, comia mais e era menos ativo e pesa 
67 gramas. 


mundongos com duas cópias defeituosas (genótipo ob/ok as 
letras minúsculas significam uma forma mutante do gene) apre- 
sentam o comportamento e a fisiologia de animais em um es- 
tado constante de jejum; seus níveis sérícos de corticosterona 
são elevados; são incapazes de permanecer aquecidos, de cres- 
cer normal mente, de se reproduzir e de limitar seu apetite. Em 
consequência desta última condição, eles se tornam patologi- 
camente obesos, pesando até três vezes mais que os camun- 
dongos normais (Fig. 23-26). Eles também apresentam distúr- 
bios metabólicos muito semelhantes àqueles dos animais dia- 
béticos e são resistentes á insulina. Quando a leptina é injetada 
em camundongos ob/ob , eles perdem peso e aumentam sua ati- 
vidade locomotora e a produção de calor. Verificou-se que um 
segundo gene de camundongo, designado DB (diabético) tam- 
bém tem um papel na regulação do apetite. Os camundongos 
com duas cópias defeituosas [db/db) são obesos e diabéticos. 
Foi descoberto que o gene DB codifica o receptor da leptina, 
Quando o receptor da Leptina é defeituoso, a função de sinali- 
zação da leptina é perdida, 

A leptina é produzida somente nos adipócitos e, em quanti- 
dades muito menores, no epitélio intestinal e na placenta, Q re- 
ceptor da leptina é expresso primaria mente em regióes do cére- 
bro conhecidas na regulação do comportamento alimentar, neu- 
rônios dos nudeos arqueado, ventromedial e dorsomedial do 
hipotálamo (Fig. 23-27a), O receptor também é expresso em cé- 
lulas do córtex supra -renal e nas células Ji-pancreáticas, mas em 
níveis muito baixos. 

A leptina transporta a mensagem que as reservas de gordura 
são suficientes e promove a redução na ingestão de metabólitos 
e o aumento no gasto de energia. A interação da leptina com seu 
receptor no hipotálamo altera a liberação de sinais que afetam o 
apetite. A leptina também estimula o sistema nervoso simpáti- 
co, aumentando a pressão sanguínea* a frequência cardíaca e a 
termogénese (a produção de calor à custa da energia metabóli- 
ca), pelo desacoplamento da transferência de elétrons da síntese 
de ATP na mitocôndria do tecido adiposo (Eig, 23-27b), 
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de gordura 


Figura 23-27 - O hipotálamo na regulação da ingestão 
alimentar e no gasto de energia, (a) Anatomia do hipo- 
tàlamo. (b) Interações entre o hipotálamo e o adipôdto. 
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Muitos fatores regulam o comportamento 
alimentar e o gasto de energia 

A leptina não é o único hormônio que regula o comporta- 
mento alimentar ou o peso corporal. A secreção de insulina 
reflete tanto o tamanho das reservas lipí dicas (adiposidade) 
como o equilíbrio de energia vigente (níveis de glicose no san- 
gue). A insulina atua em seus receptores no hipotáJamo para 
inibir a alimentação; o que também sinaliza para o músculo, 
o fígado e o tecido adiposo para aumentar as reações cata- 
bõ liças, incluindo a oxidação das gorduras, que pode ievar à 
perda de peso. Vários neuropeptídeos anorexígenos (supres- 
sores do apetite) têm sido bem caracterizados: hormônio es- 
timulante dos mdanócitos a (a-MSH), produzido no hipo- 
tálamn a partir do precursor polipeptídeo pró- o pio mela no- 
cortina (POMC; veja Fig. 23-19); hormônio liberador da 
corticotrofina (CRH), produzido no núcleo paraventrkular; 
e o peptídeo hipotalâmico CART (transcrito regulado por co- 
caína e anfetamina) (Fig. 23-28). Os glicocorticóides supra- 
renais são também muito importantes; a adrenalectomia (re- 
moção cirúrgica da glândula ad renal) reverte ou impede to- 
das as formas de obesidade. 

Metabolkamente do lado oposto está o neuropeptídeo Y 
(NPY), um peptídeo de 36 resíduos de aminoáddos produzido 
no núcleo arqueado do hipotálamo, NPY é orexígeno (estimu- 
lador do apetite) e reduz a termogênese. Sua secreção e ação são 


reguladas pela leptina e neuropeptídeos tais como a melanocor- 
tína, CRH, e o peptídeo- 1 semelhante ao glucagon (GLP-Í), O 
nível sanguíneo do NPY aumenta durante o jejum e encontra- 
se elevado nos camundongos ob/ob e db/db; ele presumivelmen- 
te é responsável pela obesidade desses camundongos, atingindo 
niveís que são perjgosamente attos na ausência do controle pelo 
sistema da leptina. 

A leptina desencadeia 
uma cascata reguJatória 

ü modelo atual de ação da leptina ê uma cascata de eventos re- 
gulatõrios desencadeados pela interação da leptina com seu re- 
ceptor, afetando os niveís de vários hormônios da cascata que 
estimulam ou inibem o comportamento alimentar e o gasto 
energético. A quantidade de leptina liberada pelo tecido adiposo 
depende do número e do tamanho dos adípôcitos. 

À transdução do sinal da leptina é feita por um mecanismo 
idêntico ao utilizado pelos receptores do interfero n e dos fato- 
res de crescimento* o chamado sistema JAKK5TAT {Fig. 23-29). 
O receptor da leptina tem um único segmento transmembrana 
e dimeriza quando a leptina se liga ao seu domínio exíracelular. 
Ambos os monòmeros do receptor dimérico são fosforilados 
em um resíduo de tirosina do domínio intracelular por uma 
Janus quinase (JAK). Os resíduos de fosfotirosina tornam-se 
âncoras para très proteínas que são transdutoras do sinal e a ti- 
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Figura 23-28 - A cascata da leptina. Uma ilustração do papel do hipo- 
tálamo no comportamento alimentar e na atividade metabólica. 


vadoras da transcrição (STATs 3, 5 e 6, algumas vezes chamadas 
lipo-STATS). As STATS ancoradas são então fosforiUdas em 
resíduos de tirosina pela mesma Janus quina se (por isso o nome 
Jamis — semelhante à figura mitológica, a quinase tem duas “fa- 
ces"). Após a fosforilação pela JAK, as STATs movimentam-se para 
o núcleo, onde se ligam a sequências específicas do UNA e esti- 
mulam a expressão de genes-alvo específicos. A expressão dos 
genes para NPY, CRH e o precursor Kl MC (que fornece o a- 
MSH) ê regulada pela leptína por melo desse mecanismo. A ex- 
pressão do gene POMC é também regulada (suprimida) pelos 
hormônios glicocorticóides; daramente há uma inter-relação 
complexa entre os vários fatores que influenciam a síntese e a 
ação dos neurnpeptídeos. 

O catabolismo aumentado e a termogênese desencadeados 
pela leptina devem-se em parte à síntese aumentada da proteína 
desacopladora mitocondrial UCP-1 nos adípúcítos. Lembre-se 
de que essa proteína forma um canal que permite que os pró- 
tons entrem novamente na matriz mitocondrial sem passar pelo 
complexo da ATP sintase (veja Fig. 19-28), Isso permite urna 
oxidação contínua dos metabólitos (ácidos graxos em um adi- 
pócito) sem a síntese de ATP, dissipando energia como calor, 
potencialmente consumindo calorias da dieta ou estocando gor- 
dura em quantidades muito grandes. A leptina estimula a sim 
tese da UCP-1 ao alterar a transmissão sináptica de neurônios 
do núcleo arqueado, hiperpolarizando certos neurônios hipo- 
talâmicos. Pela estimulação de neurônios simpáticos que se ori- 
ginam no Kipotálamo, a leptina promove um aumento da libe- 
ração de noradrenalina nas sinapses com os adipódtos. A 
noradrenalina atua por meio de receptores |i r adrenérgicos esti- 
mulando a transcrição do gene para UCP; o desacoplamento re- 
sultante da transferência de elétrons da fosíorilação oxidativa é 
termogênica (Fig. 23-27). 

Poderia a obesidade humana resultar da produção insufici- 
ente da leptina e, assim, ser tratada com a injeção de leptina? Os 
níveis sanguíneos da leptina estão, de fato, geralmente muito mais 
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Figura 23-29 - Transduçio do sinal da lep- 
tina no hipotálamo pelo mecanismo da 
JÂK-STAT, A ligação da leptina induz a dime- 
rização do seu receptor, seguida pela fosfori- 
lação dos resíduos de tirosina do receptor, ca- 
talisada pela Janus quinase (JAK). STATs que 
se ligam ao receptor fosfonlado da leptina são 
então fosforilados em resíduos de tirosina por 
uma atividade separada da JAK. Os STATs di- 
merizam-se, ligam-se um ao outro por meio 
dos resíduos Tyr-© e entram no núcleo, onde 
se ligam em regiões especificas regulatóoas no 
DMA e alteram a expressão de genes específi- 
cos. Os produtos desses genes influenciam fi- 
nalmente o comportamento alimentar eo gas- 
to de energia. 


alta» cm animais obesos (incluindo o homem) do que cm ani- 
mais com massa corporal normal (exceto* nai utilmente, nos 
animais úb/óJkque nâo podem produzir Eephna i Fm casos muito 
raros de obesidade extrema no homem, quando se descobre que 
o gene da leptina é defeituoso, a injeção de leptina tem resultado 
em dramátka perda de peso, Nos animais com gene» Ofí intac- 
tos, cornudo, □ nível de leptina aumenta com a quantidade de 
tecido adiposo. Em experiências clínicas, a injeção de leptina não 
apresenta o efeito dramático de redução de peso que da apre- 
senta em camundongos obesos &b/ob no laboratório. Outras 
explicações possíveis para a obesidade mórbida incluem defei- 
tos no receptor e na rransduçào do sinal da leptina, ou na inte- 
ração do sistema da leptinu com outros sistemas envolvidos na 
manutenção da massa corporal. Todas essas possibilidades es- 
tão sendo investigada». 


O sistema da leptina pode ter sido 
originado para regular a resposta de jejum 

Embora muito do i n teresse da leptina resulte de seu possivd papd 
na prevenção da obesidade, o sistema da leptina pmvaxeimeirtt 
sc originou para ajustar a atividade e o metabolismo do animal 
durante períodos de jejum curto ou prolongado. A redução na 
nivejs de leptina desencadeada pda deficiência nutricional pn> 
move uma produção diminuída dos hormônio» tueoideos { di- 
minuindo o metabolismo basal h dos hormônios sexuais {im- 
pedindo a reprodução) t uma produção aumentada deglicocor- 
licóides (mobilizando lis reservas corporais que geram energia). 
As respostas mediadas pela leptina, de minimizar os gastos de 
energia e maximizar o uso de reservas endógenas de energia, 
permitem ao animal sobreviver durante período» de privação 
nutricional prolongada. 


Resumo 


Kos mamíferos há uma divisão de trabalha meta- 
bólico entre tecidos especializados e órgão», A co- 
ordenação das diversas atividade» metabólicas do 
organismo é acompanhada por sinais hormonais 
que circulam no sangue. O fígado é o órgão central 
na distribuição e processamento dos nutrientes, O» 
açúcares e o» aminoÂcidos, produzidos na digestão, 
atravessam u epitélm intestinal e entram nu sangue, 
que o* transporta para u %ado. Alguns iriaeilglke- 
roi» derivado» do» lipídio» digendtrs lambem vão 
para o fígado, onde os constituintes ãcidm graxas 
são usados em umui variedade de processos. A gli- 
cose -6 -fosfato é o intermediário- chave no metabo- 
lismo do» carboidrato*. EU pode ser polimerizaeLa 
em glicogêrtto. desíoaíoritada até glicose sanguínea, 
au convertida em ácido» graxa» via acclil-CojV. Lia 
pude sofrer degradação pela glkóhse e pelo ciclo 
do ácido dtrico, produzindo a energia do ATP. ou 
pela via da penlnsc jostato, produzindo pcniuse» e 
NADPH, O» amlncni eidos são usado» para sinteti- 
zar as proteínas do ligado e do plasma ou os seus 
esqueletos carbônico» podem ser convertido» em 
glicose e glicogénuj pela glkoneogênrsc: a amónia 
formada por sua deam inação é convertida em uréia. 
O» árida» graxa» podem ser convertida» pelo fíga- 
do em outro» tmcilgh ceróis, colesterol ou lipopro- 
ícinas pLismãlicav para transporte e armazenamen- 
to no tecido adi poio. Eis também podem sn oxi- 
dado» para produ i i r ATP e formar corpos c etú meos 
para circular em outra» tecido». 

O músculo esquelético é especializado em pro- 
duzir ATP para o trabalho mecânico. Durante ativi- 
dade muscular extenuante, o glicogémo é o com- 
bustível final e fermentada em lactato, suprindo o 
ATP. Durante a recuperação, o lactato é reconverti- 
do (por meio da gliconeogénese) a glicogênh c gli- 
cose no fígado. A fnsiucreatina é a fonte í mediata 
do ATP durante a contração ativa, G músculo car- 
dUco obtém todo o seu ATP da fosfor ilação oxida - 
tiva. O cérebro usa apenas glicose e [l-hidroxibuti- 
rato como combustíveis, o último sendo mais im- 
portante durante o jemm curto ou prolongado. G 
cérebro usa i maioria da sua energia do ATP paru o 


transporte aliwo do Na' eK' f para j manutenção 
do polem: jal elétrico das membranas neu nanais. O 
sangue une todo» o» órgão», transportando nutrien- 
tes, produto» residuais e sinais hormonais entre eles, 
A concerte ração da glicose nw sangue é hormo- 
nal mente regulada. Flutuações na glico.se sangüí- 
nea (que é normal mente GD a 90 mg/ IQOrnl ou cer- 
ca de 4 t 5mM) devido a ingestão alimentar ou ao 
exercício vigoroso são contrabalançadas por uma 
variedade de alterações desencadeada* por hormô- 
nios no metabolismo de vários órgão». A adrenali- 
na prepara o organismo para lumcnut 1 sua itm- 
dade mobilizando a glicose sanguínea a partir do 
glicogéniu e outros precursores. À glicose sanguí- 
nea baixa leva j liberação dn glucagon, que e»u- 
naulla a liberação de glicose a pariu do glicagénio 
hepático c desloca o metabolismo energetkro no 
fígado e nos músculos para ácidos graxos* poupan- 
do a glicose para uso pelo cérebro. No jejum pro- 
longado, oh Iriacilgíi ceróis tornam-se os combustí- 
veis principais;, o fígado converte OS áridos graxas 
em corpos «tônicos para a exportação para outro» 
tecidos, incluindo o cérebro. A glicose sanguínea 
alia induz a liberação da insulina, que aumenta a 
captação da glicose pelo» tecidos e favorece o ar 
rnaze na mento de combustíveis como glícogènio e 
riiarilglicetôis. O curtí sol liberado em varias atua- 
ções de rstreue, incluindo baixo» níveis de glicose, 
estimula a glicnneogénese no fígado a partir de um- 
noáctdos e giieeroL aumentando assim a eoncnv 
tração de glicose no sangue c contrabalançando v 
efeito da insulina. No diabete» não-lratado» a insu- 
lina não é produzida ou não é reconhecida pelo» 
tecido» c a utilização da glicose sanguínea é com- 
prometida. Quando os níveis de glicose sanguínea 
são altos, ã glicose é excretada intacta na urina. 0» 
tecido» então dependem dos ácidos graxos para 
combustível (produzindo corpos cetónicos) e de- 
gradam ás proteínas celulares para sintetizar glico- 
se a partir dos seu» aminoácídos g li co gémeos. O 
diabete» não- tratado écaraclerizado pelos altos ní- 
veis de glicose no sangue e na urina c pela produ- 
ção e excreção de corpos crtòmcos. 
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Os hormônios são mensageiros químicos secre- 
ta dos por certos tecidos no sangue ou fluidos in- 
tersticiais, servindo para regular a atividade dos ou- 
tros tecidos. Radíoimunoensaio (RIA) e ELISA 
são duas técnicas muito sensíveis para detectar e 
quantificar hormônios. As cascatas hormonais, 
nas quais catalisadores ativam catalisadores, am- 
plificam os estímulos iniciais em várias ordens 
de magnitude, frequentemente em escala de 
tempo muito curta (segundos), Os impulsos 
nervosos estimulam o hipotáiamo a enviar hor- 
mônios específicos ã glândula hipófise, estimu- 
lando (ou inibindo) a liberação de hormônios 
trófícos. Os hormônios da hipófise anterior, por 
sua vez, estimulam outras glândulas endócrínas {ti- 
reóide, supra- renais, pâncreas) a secretar seus hor- 
mônios característicos, que pur sua vez estimulam 
tecidos-alvü específicos. Os hormônios peptídeos, 
aminas e eicosanóides atuam nas células- alvo por 
meio de receptores específicos na membrana que 
alteram os níveis de mensageiros secundários intra- 
celulares, tais como o cAMR Os esteróides, vitamina 
D, retinóides e hormônios tireóideos entram nas cé- 
lulas-alvo e alteram a expressão gémea interagindo 
com receptores nucleares específicos. 

O tecido adiposo produz um hormônio, a lepti- 
na, que regula o comportamento alimentar e o gasto 
de energia para a manutenção da massa corporal 


aproximadamente constante. A produção e a libera- 
ção da leptina aumentam com o número e o tama- 
nho dos adipódtos. A leptina atua em receptores no 
hipotáiamo causando a síntese e a liberação de vári- 
os neuropeptideos que modulam a ingestão de ali- 
mentos e a atividade metabólica. Esses incluem os 
peptídeos anorexígenos a-MSH, CRH e CART, Es- 
ses peptídeos e outros influenciam a ação do ncu- 
ropeptídeo Y (NPY) orexfgeno (estimulador do 
apetite). A leptina também estimula a ação do sis- 
tema nervoso simpático nos adipócitos, promoven- 
do o desaccp lamento da fosforilação oxidativs mi- 
tocondrial com conseqüente termogénese, O me- 
canismo de transdução do sinal da leptina envolve 
a fosforilação do receptor e dos transdutores do si- 
nal e ativadores da transcrição (STATs) pela Janus 
quinase (JAK), A fosforilação permite que os STATs 
se liguem a regiões regulatórias no DNA nuclear e 
alterem as taxas de transcrição de genes que codifi- 
cam proteínas, que ajustam o nível de atividade me- 
tabólica e determinam o comportamento alimen- 
tar. A liberação da leptina pelo tecido adiposo è re- 
duzida durante os períodos der jejum:, as mudanças 
resultantes na liberação de neuropeptideos levam 
a uma atividade locomotora reduzida, ã termogé- 
nese e restringem a reprodução, economizando re- 
servas energéticas para as funções essenciais para a 
sobrevivência. 
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Ptkf JS & Maraius-Flicr £. 1 1 WS) Übniry and the hypo- 
[hiLmuii.: fiuvel pcplidc^ ftjf nrw p.llhwjyv, Cf II 92, 437- 
44Ü. 

Fn zskç HC \ 199S) Lmajurting proteins: beyond brown 
adipiKC tHUC. tfutr. Ftrv. 56. I 65- 1 HV 

Revisão ida estrutura, funçin c pípd àis prorcüus ife- 
wnpiadnrií. 

Friçdman JM 8t HaUa» |L- í 199») Uplm JJid the reg u- 
lation of body wright in mammals. Sãiurr 395, 763- 
770. 

htiri Al, (1999) Fctdtng and body-w<ighT rífiituion by 


hypotbaiamk nclimpeptíde» — mediatiun of rhc acticns 
of kptin. lYrnds Ntttmtí. 22, 62-67. 

Revisão cura, de nível intermediário, sobre o sistema 
da leptina, 

lequier E & Tappy L < (999) Regubtion of body wiright in 
humans. Phyiivi Htv. ?9,4Sl-4fto, 

Kev iiio detalhada do papel da leplrru na regulação do 
peso corporal, no controle da ingestão de alimentos e 
do papd do tecido adipomí marrom c branco no psto 
de «nergu . 

Wood SC SrekT *1 Porte D Ir* & Sdwem MW. 1 199») 
Stgnals that regulite ftnd inloltc and energy hfomeofij- 
àLSaencrlBO. im 

Hevtião do papd di Iqrtmi. uwuljna c outros neumpep- 
bdeos na regulação da ihmcntaçãa c do cataboÍKno 


I Problemas 


1, O ATPe a fosfocrcalini corno fonte* de energia para o 
músculo. No músculo esquelético cm ciml ração, a con- 
centração da fosfocreilina cai enquanto a concentrarão 
do ATP permanece bem constam e. Explique como isso 
acontece. Em um experimento clássico, Robcrt Dsvies 
descobriu que, se o músculn for t ralado cum 1 -flúor- 2,4- 
dínitrobenzeno (veja pág. H)9), j contem ração do ATP 
no músculo declina rapidamente, enquanto a concen- 
tra^ 0 d 3 fosfocrealina permanece inalterada durante 
uma série de cnntraçftçs. Subira uma explicação. 

2. Ü metabolismo do glutamalo no cérebro. O glutã nin 
tn do sangue que flui pelo cérebro é transformado em 
giutamlna, que aparece no v.tnguc que ui do cérebro. O 
que se consegue com e&u conversão metabólica? Como 
ela se realiza? Na realidade. t> cérebro pode gerar mais 
glutamina do que aquela sintetizada a partir do gluti- 
rtiato que entra rto sangue Como surge essa giulamtna 
exiea? {Indicação: vocé lalvrz queira rever o catabolismo 
de aminolCHlos nu (ãptluJo 16; lembre-se de que o NH . 
é imiiló tóxicu para o cérebrw.) 

J, Ausência da gHctrd ijuinue nn teculu idiposo. O g|i- 
cerol- 3-fosíaio é um inirrmcduím chave ru Nossimese 
dos r harilgltcej viu Os adipòcitds, que sÀo esfieculizados 
na síntese e degradação dus tnwüikeróu, nio conse- 
guem lecir gliceml, porque rio não possuem j glkercil 
quinasc, que i^tilíu j reaçàn 

Glkerol + ATP > glkrrol- 3 fosfata 4 AÜP 

Como o tecido adiposo ob<ém 0 glktrol-J-íbsfito ne- 
crssáno para a síntese do LhacilgJiceTol? Explique 

4- Consumo de ongenio duranec 0 nerdeia. l.'m adu!m 
sedentário consome ena de lf.115 (um de t3> durante um 
período dc HS, Um vdodsia. cm unm corrida de lOGm, 
consome cerca dc 1 lilro dc O, durante o momo pena- 
do. Após o término da corrida, o vciocixí* continuará a 
respirar com uma elevada, embora declina nle. isrna por 
alguns minutos, consumindo 4 liims cxlrav dc Q : sobre a 
quantidade consumida pelo indivíduo sedeniário. 

lai Por que a necessidade de d? flumcnla dramatica- 
mente durante a corrida? 

fb) Por que a demanda de Üj pcrmuneec alta depois 
que j corrida terminou? 

5, Á deficiência de tianiinn e 11 I unção ccrcbrul. Indiví- 
duos com deficiência em tia mina apresentam várius si- 
nais neurológicos característicos: pérdii dos reflexos, an- 
siedade c confusão mental. SugtN uma ra/jo por que a 
deficiência em tiam i na se manifesta par alterações na 
(função cerebral. 


6- Significado da cmrwenTmçào hormonal Em mixüçódi 
normais, a medula da supra - rt mil humana «creta adroiot- 
na íCíHuNOv) etn uma velocidade suficienir para manter 
a concentração die 10 ICl M no xanguí cimijanic, Para apre- 
ciar o que essa concentração significa, calcule u diâmetro 
de uma piscina redonda com profundidade de 2m, que se- 
ria necessária para dissolver lg (uma talher das dcdiá) dc 
adrenalina, em uma conceitraçfta igMil àquela do salgue. 
7, Regulação das níveis hormonais no sangue. A vida mé- 
dia da maioria dos hormônio* no sangue é rdativamente 
curta. Por exemplo, sc a insulina rudiostivamcnte jiwf- 
cada for injetada etn um animal, podemos determinai 
que dentro de 30mm metade do harmónio terá desapa- 
recido do sangue. 

íaí Qual 0 a importância da inatix-uçio rdatjvamente 
rápida dos hormómos circiiLanm? 

(bí Tendo em vijMa exu rápida inativação. como o ni- 
wl hormonal circulante pndt ver mantido constantí an 
condições nornuu' 

(c) De que maneira o «Kgamsmo pode tomar pasiivd 
alterações rápidas no nível dos bocmónios circulantes? 

6- Hormônios hsdro irrnu lipuualuwii Com base na» 
suas propriedades ftw.ç4.s, o* harmónios caem cm uma de 
duos categorias: aqueles que são muno sahirve» em água 
mos re Ut ivamentr mtolumi em lipidias 1 ; ou seja. a >drc- 
nolina I c aqueles que sáo rHito^amente Lrtsolirsrô em igVH 
mas altamenle sohiveis tio» bpfaÜas (00 seio, m bermò- 
nios esttraide» 1 . No seu pápd de reguiadunes da atóitb- 
de ceíular, a maioria do* hormónias. hidmçsobivcis não 
penetra no interior das w»s çéíuUs-jhsi Os hormónim 
lipossolúveisrao comráric^ penetram nas suas celular- abo 
e no final aluam no nucléó Qual c * correlação entre 
solubilidade, a localização de receptores c o modo de ação 
dessas duas classes de hormônios? 

9. Diferenças meíabólim* jw múaciilo e fígado na síliui- 
çâo de “ lutar ou fugir 1 ", Durante a úioação dc "lutar ou 
fugir", a liberação da adrenalina promove a degradação 
do glicogênio no ligado, coração e músculo esquelética 
O priuluto final da degradáçâo do glicogénio no fígado é 
a glicose. Ao contrário, o produto fina! no músculo es- 
quelético é o piruvafo, 

(a) Porque sãõ observados produtos diferentes da de- 
gradação do glicogéniu nesses dnls tecidos? 

(b) Qual é a vantagem do organismo, durante a con- 
dição de "lutar ou fiigir H , ter essas vias «pecíficas de de- 
gradação da glicogénio? 

10. Quantidade exceuiiva dc secreção de insulina: hipe- 
rínsulmisma-, Geitm tumore* malignos do pâncreas in- 
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duzem uma produção excessiva da insulina pelas cél u lãs 
p, Indivíduos afetados exibem calafrio c tremores, fra- 
queza e fadiga, sudorese e fome. 

(a) Qual é o efeito do hiperinsulinismo no metabolis- 
mo dos carboidratos, aminoácidos e lipídios no fígado? 

(b) Quais sto as causas dos sintomas observados? Su- 
gira por que esta condição, se prolongada, leva à lesão 
cerebral. 

11. Termogiocse induzida peias hormônios tireóídcos, Os 
hormônios tireúidens estào intimamente envolvidos na re- 
gulação da taxa metabólica basal. Q tecido hepático dos 
animais que recebem tiroxina em excesso apresenta um 
aumento da taxa de consumo de 0 2 e um aumento da 
produção de calor {termogênese}; entretanto, a concen- 
tração de ÀTP no teddn é normal. Diferentes explicações 
têm sido oferecidas para o efeito termogèoico da tiroxina. 
Uma é que o excesso do hormônio tineóideo induza o de- 
saooplamcnto da fosfòrikçjo oxidativa na mitoeôndria. 
Como tal efeito explicaria «s observações? Uma outra ex- 
plicação sugere que a termogdiese seja provocada por uma 
taxa aumentada da utiliiaç&o de ATP pelo tecido estimu- 
lado pela tireóide. É. essa uma explicação razoável? Pôr quê? 


1 1 . A função dos pró-hormónios. Quais são as possíveis 
vantagens na síntese dos hormônios como pró- hormô- 
nios ou pré-pró -hormônios. 

13. Fontes de glicose no corpo humano. O adulto huma- 
no típico utiliza cerca de 16Ug de glicose por dia, sendo 
1 20g utilizados pelo cérebro. A reserva disponível de gli- 
cose é suficiente para um dia (cerca de 2Üg de glicose cir- 
culante e 190g de glkogênio). Quando as reservas são 
depletadas, como poderia um organismo em jejum ob- 
ter mais glicose? 

14. Camundongo parabiótko ob/ob. Por meio de cirur- 
gia cuidadosa, é possível conectar os sistemas circulató- 
rios de dois camundongos, de tal forma que o mesmo 
sangue circule nos dois animais. Nesses camundungus 
pa rabi óticos, os produtos liberados no sangue dc um 
animal alcança o outro animal através da mesma circu- 
lação. Os dois animais são livres para comer indepen- 
denteinente. Quando um camundongo ob/ob (ambas as 
Cópias do gene Üfi sào defeituosas) e um camundongo 
normal OB/OB (duas cópias boas do gencOB) tomam- 
se parabiótiens, o que acontece com o peso dc cada ca- 
mundongo? 
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Parte IV 

Vias da Informação 


24 Genes e Cromossomos 

25 Metabolismo do DNA 

26 Metabolismo do RNA 

27 Metabolismo das Proteínas 

26 Regulação da Expressão Cénica 
29 Tecnologia do DNA Recombinante 


A quarta e ultima parte deste livro explora os mecanismos bioquímicos subja- 
centes aos requerimentos aparentemente contraditórios» tanto da continuidade 
genética quanto da evolução dos organismos vivos. Qual é a natureza molecu- 
lar do material genético? Como a informação genética é transmitida com fideli- 
dade dc uma geração para a próxima? Como surgem as raras alterações do ma- 
terial genético que são a matéria-prima da evolução? Como é final mente ex- 
pressa a informação genética nas sequências dearnínoáddos de uma variedade 
impressiorunle dc moléculas protékas na célula viva? 

A unidade fundamental da informação nm organismos vivos é o gene, Um 
gene é definido bioquímica mente como um segmento de DNA (ou, em alguns 
casos» de RNA] que codifica a informação requerida para a produção de um 
produto bioJógioo funcional. O produto final uvujLmente é uma proteína, de 
forma que muito do mak-ml que se segue diz respeito a genes que codificam 
proteínas. Um produto génio > funcional pode também ser uma das varias clas- 
ses de moléculas de RNA, O armazenamento, a manutenção c o metabolismo 
dessas unidades de informação constituem os pontos focais da nossa discussão. 

A pesquisa bioquímica moderna sobre a estrutura e a função gémea trouxe 
à biologia uma revolução comparável àquela estimulada pela publicação da te- 
oria de Darwm, aproximadamente há 150 anos, sobre a origem das espécies. 
Uma compreensão de como a informação é armazenada e usada nas células 
trouxe novas idéias brilham es sobre algumas das questões mais fundamentais 
sobre a estrutura c a função celular Um esquema conceituai amplo para a bio- 
química e agora revelado. 

O entendimento atual das vias da informação surgiu da convergência da 
genética, física, e química na bkiquímica moderna. Isso foi resumidu pela des- 
coberta da estrutura da dupla hélice do DNA. postulada por James Watson e 
Franci* Crkfc, em 1953 (veja Fig. 10-15). A teoria genética contribuiu para o 
conceito da codificação pelos genes, A física permitiu a determinação da estru- 
tura molecular pela análise da Ji fração dos raios X- A química revelou a com- 
posição do DNA, Q profundo impacto da hipótese VVatson-Crick surgiu da sua 
habilidade em explicar um grande número de observações derivadas dc estudos 
em diversas disciplinas. 

Rs sa revolução, em nosso entendimento da estrutura du DMA, inevitavel- 
mente estimulou quest&es sobre sua função, À própria estrutura da dupla héli- 
ce claramente sugeriu como o DNA poderia ser copiado, de forma que a infor- 
mação que ek contivesse pudesse ser transmitida dc uma geração para a próxi- 
ma. O esclareci memo de como a informação no DMA é convertida em proteínas 
funcionais vek> tanto com a descoberta dos RN As mensageiros e de transferên- 
cias como com a decifração do código genético. 


Página dc adorno 

Uma imagem aumentada de uma matriz da ONA 

Os pontos da matnz contêm DNA de cada unrv dos 6 200 
genes presentes nos cromossomos do fungo Saccóa- 
romyres «rtvfsiêe, com cada gene do fungo represen- 
tado na matriz. A matnz foi sondada com ácido nudéico 
marcado com fluorescência, derivado de mRNAs presen- 
tes na célula quando eta (1) estiver crescendo normal- 
mente na cultura * (2) 5 horas após as células começa- 
rem ê formar esporos Os pomos bnSiantes verdes re- 
presentam genes que são expressos em nrveis 
reialivamente aftos nas cétiias que crescem norm^men- 
le. enquanto «uetes verme+xs representam genes ex- 
pressos em nlvets attos durante a esponiaçao. Os pon- 
tos amarek» representam genes que não alteram seus 
níveis de expressão durante a esporulaçáo BU imagem 
foi aumentada, a matnz de faro mede apenas íjkm por 
I.Bcm Matrizes, como esta. são desímas no Capitulo 
29 Elas fornecem uma imagem imtaniànea da expres- 
são génicá global em uma céhii; elas também ilustram 
dramaticamente o progresso ocorrido, n^ décadas re- 
centes, no entendimento das vias da informação celular. 
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Acplicd^ct 



RKA 

^Tradução 

Proteína 


0 dogrnai centrai da twotógia moteoiar mostrando s nas 
geras da erformação ftyndc através da rçpãcação, da 
transctiçAo e da tradução. O temo “dogma' é um nome 
nnprôpno. tntroòuíido pOí FfâfKfi Crkfc, quando pouca 
evidência acenava «s« deias. q dogma tomou-se um 
pnnocto bem eslabetectio 


Estes c outros grandes avanços origina ram o dogma central da biologia 
molecular* envolvendo os tris principais processos ira utilização celular da in- 
formação genética. O primeiro é a replicaçào, a cópia do DESTA parental pan 
formar as moléculas de DMA filhas com seqüências nudeotídkas idênticas. 0 
segundo é a transcrição, processo no qual porções da mensagem genética codi- 
ficadas, no DNA, são copiadas precisa mente no RNA* O terceiro é a tradução, 
m> qual a mensagem genética codificada no RNA mensageiro é traduzida nos 
rfboswmas em um pohpepiádeo, com uma seqüência particular de aminoácidas. 

A parte IV explora esses e outros processos relacionados. No Capitulo 24, 
examinaremos a a estrutura, a topologia e o empacotamento de cromossomo* 
e genes. Os processos subjacentes ao dogma central são elaborados nos Capí- 
tulos 25 a 27. Depois, como fizemos nas vias biossintetizanies, voltaremos i 
regulação, examinando como a expressão da informação genética é controlada 
(Capitulo 2S), 

Um tema central que flui nesses capítulos é a complexidade adicional ine- 
rente nas biossinteses das macro moléculas que contém a informação. A monta- 
gem de ácidos nudéicos e proteínas, com sequências particulares de fLucLéatf- 
deos e aminoiddos. respectivamente, representa nada menos do que a preser- 
vação Ja expressão fidedigna do molde sobre o qual a própria vadia se funda- 
mema. A formação das ligações fosfodi ésteres, no D NA, ou das ligações 
pcptidicas, nas proteínas, poderia ser esperada como uma façanha trivial pan 
as células, considerando o arsenal de ferramentas enzimátk» e químicas des- 
critas na Parte 111 deste livro. Entretanto, o quadro geral de padrões e de regras 
estabelecidos em nosso exame das vias metabólicas deve ser substandaimente 
ampliado quando a informação molecular for considerada. Ligações devem ser 
formadas entre subunidades particulares nos biopolímcros informadonais, evi- 
tando tanto a ocorrência como a persistência de erros de seqüência. Isso tevr 
um enorme impacto na termodinâmica, química c enzímologia dos processos 
biossinietizantes. A formação de uma ligação pcptldica requer o investimento 
de apenas cerca de 2 Ikl/mol de ligação c pode ser catalisada por enzimas relati- 
va mente simples. Em contraste, para sintetizar uma ligáçào entre dois amino- 
ácidos específicos em um ponto particular de um polipeptídeo, a célula investe 
cerca de l25k|/mol em energia química enquanto utiliza mais de 200 enzimas, 
moléculas de RNA e proteínas especializadas, A informação é cara. 

A Interação dinâmica entre ácidos nudéicos c proteínas é um outro tema 
central da Parte IV. Com a importante exceção de algumas moléculas de RNA 
(discutida* no Capitulo 261, os processos que fa/em as vias da informação flu- 
írem são catalisados e regubdos por prol ei nas. Um entendimento dessas enzi- 
mas e de outras proteínas pode ler recompensas práticas e intelectuais porque 
das constituem as bases da tecnologia do DNA recombimute, Pesenvxslvimen- 
tos nesse campo estão tornando possível o diagnóstico pré-natal de doenças 
genét icas; a produção de um grande número de poderosos agentes farmacêuti- 
cos novos; o seqúcnciamento do genoma humano inteiro; a terapia genica; a 
introdução de novas características em bactéras, plantas e animais para a in- 
dústria e para a agricultura; e muitos outros avanços. Terminamos nossa via- 
gem nas vias da informação, e, na verdade, no livro inteiro, no Capítulo 29. 
examinando essa tecnologia e suas implicações para o futuro. 
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CAPÍTULO 24 


Genes e Cromossomos 


Cátia célula de uni organismo multicelukr geral men te contém 
o mesmo complemento de material genético. Basta olhar um ser 
humano para se ter uma pista da riqueza de informação contida 
em cada célula humana. As moléculas de DNA são as maiores 
macro moléculas nas células e são usualmente empacotadas em 
estruturas chamadas de cromossomos. A maioria das bactérias 
e dos vírus possuem um único cromossomo» enquanto as célu- 
las eucarióticas usual mente possuem muitos. Um único cromos- 
somo pode carregar milhares de genes. Juntos» todos os genes e 
DNA intergênicos (DNA entre os genes) da célula formam o 
genoma celular. 

Medidas realizadas na década de 1 950 sugeriram que os maio- 
res DNAs possuíam um peso molecular de IO 6 ou menos, equi- 
valente a cerca de 15.000 pares de bases. Métodos aperfeiçoados 
para o isolamento de DNAs nativos revelaram que esses acha- 
dos iniciais eram enganosamente baixos. Por exemplo, os 16 cro- 
mossomos, no genoma relativamente pequeno da levedura Síjo 
çhãramyces cerevisiae, possuem massas moleculares que oscilam 
entre 1,5 x 10 a " a I x l O 9 dáltons, correspondendo a moléculas de 
DNA com 230.000 a 1.5 32.000 pares de bases contíguas. Hoje, 
sabemos que essas grandes moléculas nativas de DNA são facil- 
mente quebráveis por forças mecânicas de dsalhamento, tornan- 
do o isolamento de moléculas intactas algo delicado. 

O próprio tamanho das moléculas de DNA representa em 
si mesmo um problema biológico interessante. Os DNAs cro- 
mossò micos têm freqüen te mente muitas ordens de grandeza 
maiores que as células ou os vírus que os contêm (Fig, 24- U 
Tabela 24-1). Neste capítulo, portanto, moveremo-nos da es- 
trutura secundária do DNA (considerada no Capítulo 10) ao 
extraordinário grau de organização requerido para 0 empaco- 
tamento terciário do DNA nos cromossomos. Primeiro, exa- 
minaremos os elementos dentro dos cromossomos virais e ce- 
lulares, então estimaremos seu tamanho e organização, hm 
seguida, consideraremos a topologia do DNA, oferecendo uma 
descrição do enovelamento das moléculas do DNA. Final men- 
te, discutiremos as interações proteína -DNA, que organizam os 
cromossomos em estruturas compactas. 


Tabela 24-1 - Os tamanhos do DNA e das partículas virais de al- 
guns vírus bactgrlanos (baeteriófagos) 


Vírus 

Número de pares 
de bases no 
DNA virai* 

Comprimento 
do DNA vira) 
(nm) 

Maior dimensão 
da partícula 
virai (nm) 

()X174 

5.3S6 t 

1.939 T 

25 

77 

39,936 

14.377 

78 

X (lambda) 

4B.5Q2 

17.460 

190 

T4 

les.aag 

60.800 

210 


seqüências compfetas das bases düs genomas destes bacteriófagos foram 
determinadas, 

'Os dados são para â forma replicatíva (fita dupla). 



i 

0,5 pm 


Figura 24-1 - A proteína da capa do bacteriófago T2 cercada por 
sua molécula de DNA linear e única O DMA foi liberado pela Irse da 
partícula do bacteriófago em água destilada, permitindo que o DNA se 
espalhasse na superfície da água. Uma partícula de bacteriófago T2 náo 
lesada consiste de urna estrutura de cabeça, que se estreita em uma cau- 
da pela qual o bacteriófago se liga á superfície externa de uma célula 
bacteriana Todo o DMA mostrado nessa eletnomicrogratia está normal- 
mente empacotado dentro da cabeça do fago. 

Elementos Cromossômicos 

O DNA celular contém tanto genes como regiões intergênkas» 
ambas podendo apresentar funções vitais para a célula, Geno- 
rtias mais complexos, como os das células eucarióticas» exigem 
níveis maiores de organização cromo&sámica, e isso se reflete 
nas características estruturais do cromossomo. Começaremos 
considerando os diferentes tipos de seqüèndas de DNA e os ele- 
mentos estruturais dentro do cromossomo. 

Genes são segmentos de DNA que codificam 
cadeias polipeptídkas e RNAs 

Nossa atual compreensão dos genes evoluiu consideravelmente 
no século XX, Classicamente, um gene é definido como uma por- 
ção do cromossomo que determina ou afeta um único caráter ou 
fenótipo (propriedade visível), como a cor dos olhos. Uma defini- 
ção molecular foi proposta por George Beadle e Kdward Tatum, 
em 1 940. Depois de exporem esporos do fungo Neurospora missíi 
aos raios X e a outros agentes sabidamente capazes de lesar o DNA 
e provocarem alterações na sequência do DNA (mutações), eles 
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George W. Beadle 
( 1903 - 1989 ) 

detectaram cepas mut antes do fungo que não tinham uma ou 
outra enzima específica, às vezes, resultando tia fklta de uma via 
metabólica inteira. Beadle e "I atum concluiram que um gene é um 
segmento do material genético que determina ou codifica uma 
enzima: a hipótese de um gene-uma enzima. Mais tarde, esse con- 
ceito foi ampliado pari um gene-uma proteína, porque muitos 
genes codificam proteínas que não são enzimas. 

À moderna definição bioquímica de um gene é um pouco 
mais precisa. Lembre-se de que muitas proteínas apresentam 
cadeias poUpeptidicas múltiplas (Capítulo 5). fim algumas pro- 
teínas. todos os polipeplideos são idênticos e codificados pelo 
mesmo gene. Outras proteinas apresentam duas ou mais espéci- 
es de cadeias polipeptf dicas diferentes, cada uma com uma se- 
quência de aminoácidos distinta. A hemoglobina A, a principal 
hemoglobina humana do adulto, por exemplo, apresenta duas 
espécies de cadeias polípeptfdicas, as cadeias a e p, que diferem 
na scqüénria de arnmodetdos e são codificadas por dois genes 
diferentes. Dessa forma, a relação gene- proteína é mais precisa - 
meme descrita peia frase “um gene-um poSipeptídeo" 

Mesmo essa definição não é sufiõentemenle predsa. porque 
nem todos os genes são expressos na forma de cadeias poüpepti- 
dkav .Alguns, por exemplo, codificam os tRNAs e rRNAs (Capí- 
tulos 1 0 e e uma definição com p4eta precisa incluir esses genes. 

Um gene, portanto, é todo o [>NÀ que codifica uma sequência 
primária de algum produto gênico final, como um polipeptídeo 
ou um RN A com uma função catalítica ou e*l rutura!. O D NA 
contém outros segmentos ou sequências que apresentam uma 
função puramente reguhtõría, Sequências rcgulatú rias fornecem 
sinais que podem denotar o início ou o fim dos genes, influenciar 
a transcrição de genes ou funcionar como pontos de iniciação 
para 4 replicaçao ou recomb inação (Capítulo 28), 

O tamanho mínimo completo dos genes que codificam pro- 
teinas pude ser estimado d ireiamente- Como descreveremos em 
detalhes no Capitulo 27, cada jminoácido de uma cadeia poli- 
peptMÜca é codificado por uma sequência de três nudeocideos 
consecutivos, em uma fita única de DNA (Fig. 24-2], com essas 
“trincas" codificadoras arranjadas em uma sequência que cor- 
responde á sequência dc aminoacidos no polipeptídeo que o gene 
codifica, Uma única cadeia puhpeptfdica pode ter cerca de 30 
até vários milhares dc resíduos de amírtoáctdm; o gene que co- 
difica essa cadeia poli pepii dica deve ter, pelo menos, três vezes 
mais pares de bases. Uma cadeia polipeptidka média de 350 re- 
síduos de aminoáddos corresponderia a 1,050 pares de bases. 
Muitos genes, nos eucariotos, e alguns poucos, nos p roçar io tos, 
são interrompidos por segmentos de DNA não-codificadores e 
são, portanto, consideravelmente maiores du que sugeriria o cál- 
culo simples esquematizado acima. 

Quantos genes hã em um único cromossomo? O cromosso- 
mo da Exhtrkhvi cuJí* um dos genomas procarióikoa que íbi 
sequenciado completa mente, r uma molécula de DNA circular 
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Figura 24-2 - Cqimearidade d» seqúêntias mirieotidicas codifica- 
doras do DNA e do mRNA h a sequência do aminoácidos da cadeia 
pollpaptkJiea As trincas das unidades nucleotídicas no DNA determi- 
nam a següência de aminoâcidtis nas proteínas, por meio do internet) il- 
rio mRNA. Uma das fitas do DNA funciona como um molde para a sínte- 
se dó mRNA, que possui tfincas nudeotídices (cúdorií) compíemontares 
àquelas do DNA Em alguns genes bactertanos e muitos eucanóticiQS, as 
sequénctK codificadoras são interrompidas por rendes de sequências 
nào-<odif<àdoras (chamadas de intram) 

( n o sentido de uma alça sem fim em vez de um círculo perfeito) 
com 4.638,858 pares de bases. Estes pares de bases codificam 
cerca de 4.300 genes para proteínas e outros 1 1 5 genes para mo- 
léculas de RN A estáveis. Entre os eucariotos, onde nossa infor- 
mação ainda não é tão completa, os 3 bilhões dc pares de bases 
do genoma humano codificam de 50 a 1 Dtl mil liares de genes cm 
24 cromossomos diferentes. 

Os cromossomos eucarióticos são muito complexos 

As bactérias possuem, normalmente, apena* um cromossomo 
por célula e. em aproximadamente todos os casos, cada cromos- 
somo contém apenas uma cópia de cada gene. Alguns poucos 
genes, como- aqueles dos rRNAs, são repetidos várias vezes. Se- 
quências de genes reguladores e estruturais são responsáveis por 
grande parte do DNA nos procariotos. Além disso, quase rodo 
gene é predsamente eolíraar com a sequènriã de aminoáriikn 
(ou sequência de RNAi que codifica (Fig. 24-2). 

A organização dos gcoes no DNA eucartóDCO é estruturai e 
fumion ai mente muito mais complexa, e o estudo da estrutura 
do cromossomo eucarióíko tem produzido muitas surpresas. 
Testes realizados sobre a quantificação de segmentos de DNA de 
camundongo que ocorrem em cópias múltiplas tiveram um re- 
sultado não esperado, Cerca de 10% do DNA do camundongo 
consiste de pequenas extensões de menos que 10 pares de bases 
que são repetidas milhões de vezes na célula* Eitos são chamadas 
de sequências altamente repetitivas, ou sequência de DNA sim- 
ples. Outros 20% do DNA da camundongo ocorrem em seg- 
mentos de alé algumas poucas centenas de parés de bases e são 
repelidos pelo menos 1 .000 vezes, esse DNA é designado raode 
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radamcnir repetitivo. Parte do DNA repetitivo pode* simples- 
mente, ser 11 DNÀ lixo” vestígios de trilhas evolucionárias deixa’ 
das dc lado. Entretanto, como veremos, peio menos, parte dele 
possui um significado funcional. Os 70% remanescentes do DMA 
de ca mundongo consistem dc segmentos que são únicos ou re- 
pelidos apenas algumas vez». As sequências únicas nos cromas- 
somos eucarióticos índuem a maioria dos genes. 

A sequência de DMA simples também tem sido chamada de 
DMA sa telhe, assim denominada porque sua composição de ba- 
ses não usuais frequentemente força -o a migrar como bandos 
^satélites" (separados do resto do DNA), quando amostras frag- 
mentadas de DNA cctular são centrifugadas em gradientes dc 
densidade de cloreto de césio. Estudo* sugerem que o DNA de 
sequência simples não codifica proteínas nu RN As. Mui tu Jcle 
está associado a duas importantes estruturas nos cromossomos 
eucarióticos: centrò meros e tdômeros, 

Uma característica definidora de um cromossomo eucarió- 
rico è o seu centròmero {Fig, 24-3), uma seqüênda de DMA 
que funciona durante a divisão celular como um ponto de liga- 
ção para proteínas que unem o cromossomo ao fuso mitótko, 
Essa ligação é essencial na segregação dos cromossomos para as 
células filhas. Os eentrómeros dos cromossomos da levedura 
foram isolados e estudados. As seqdéncia* essenciais à função 
do cemrómere» lém certa dc t30 pjrcs de bases e são muito ri- 
cas em pares A=T. As sequências cenlromêricas dos eucario- 
tos superiores são muito maiores e f ao contrário das de frvedu- 
ra) geralmente contém DNA de sequência simpíesL Ele consiste 
de milháíw de cópias repetidas dc uma ou muito poucas se- 
qúèncUs curtas de 5 a 10 pares de bases* na mesma orientação, 
O papd exato do DNA satélite na função do centròmero não e 
ainda conhecido. 

Tclómeros são sequências localizadas nas extremidade* do* 
cromossomos cucar Iúticoá, que ajudam a estabilizá-los, Os tclõ- 
meru* mais bem caracterizados são aqueles dos eucariotos mai* 
simples. Üs telômeros da levedura terminam com cerca de KK1 
pares de bases de sequências imprecisamente repetidas na forma: 

[5') (T,G,)„ 

m (A*C,) rt 

onde xc; geralmente caem no intervalo de 1 a 4, O número de 
repetições do telómem, «, está entre 20 e 100 para os cromosso- 
mos da maioria dos eu caricias unicelulares c, geral m eme, aei- 
itu de I-50U no* marr.iícrov As ciiremidades de uma molécula 
de DNA linear não conseguem ser rcpUtada* pela maquinaria 
da repficação celular (o que pode ser uma das razões por que as 
moléculas de DMA bacteriano são circulares). As sequências re- 
petitivas dm telômeios são adidanadãs is extremidades dos cro- 
mouomos eu cari óticos principal mente pela enzima telomera- 
se t que será discutida no Capitula ItK O mecanismo que contro- 
la o numero das repetições em um Idómeru não é conhecido. 

tiromossomos artificiais tocam construídos como um meio 
para mdhor entender o significado funcional de muitas carac- 
terísticas estruturais dos cromouomoá eucarióticos, Um cro- 
mossomo linear artificial, razoavelmente estável, requer apenas 
três componentes: um centròmero, telòmeros e sequência* que 
permitem a iniciação da replicaçâo do DNA, Cromossomos ar- 
tificiais de levedura (YACs) foram desenvolvidos como uma fer- 
ramenta na biotecnologia. Segmentos muito grandes de DNÀ 
estranho (que não a levedura) podem ser incluídos em YAGs e 
enlão se propagar nas células de levedura para uso na pesquisa e 
na biotecnologia. Semdbameniemc. cromossomos artificiais hu- 
manos I HACsfi estão sendo desenvolvidos para o tratamento de 
doença genéticas pda terapia gènica somática (Capitulo 29). 



Figura 34-3 - Elementos estruturais Importantes de um cromosso- 
mo de levedura 


A maioria do DKA moderada mente repetitivo consiste de 
repetições de 1 50 a 300 pares de bases espalhadas pdo grfiuma 
dos cucar iotos superiores; algumas dessas repetições foram ca- 
racterizadas. Um caiu numero d cias é reboo nado (ou pode ser) 
aos elementos traitspomvciv, sequências que se mavem no ge- 
rioma em uma frequência muito baixa (Capítulo 25). No ho- 
mem, uma classe dessas repetições (de cerca de 300 pares de ba- 
ses de comprimento) e chamada de família Afi í. assim chamada 
parque sua sequência gcraJmenle indui uma copia da sequência 
dc reconhecimento para a endorturfease de restrição ÂíuL (En- 
doruidcases de restrição serão descritas no Capítulo 29. ) Cente- 
nas de milhares de repetições Alu estão dispersas no genoma hu- 
mano, perfazendo de I ,i 3% du DNA total. Alu e repetições se- 
melhantes dispersas perfazem cerca de 5 a lü%do DNÀ humana, 
Não se conhece nenhuma função para esse DNA, 

Muitos genes eucarióticos contêm sequências 
intercaladas nào-traduziveis (introns) 

Muitos, senão a maioria, dos genes eucarióticos apresentam uma 
característica estrutural distinta c enigmática: suas sequências 
de nucleotideos contém um ou mais segmenlos de DNA que 
não codificam a sequência de amínuácidos do produto polipcp- 
lidicoL Esses irrsérioíi náo-traduzíveis interrompem a relação ate 
então precisamente colineir entre a sequência de nudeotideos 
do gene ç a sequência dc ammoacidos do polipeptídeu que de 
codifica. Tais segmentos de DNA náu-tradiiziveis são chamados 
dc seqiiéucias intercaladas, ou mlrons. e os segmentos codifica- 
dores, de êxons. Poucos genes prueariótkos contêm imrans. 

Nos genes eucarióticos. examinados até agora* os pesquisa- 
dores têm encontrado muita variedade no número e posição dos 
Irttrons e na fração do gene total que de ocupa. Por exemplo, o 
gene que codifica a cadeia polipcptldiea simples da proteína do 
ova de galinha* a ovoaibuntina (Fig. 24-4), os introns são muito 
maiores do que os êxons; juntos* sete introns perfazem 85% do 
DNA do gene. No gene da subunídade |3 da hemoglobina, um 
único íntron contém mais da metade do DNA do gene. O gene 
para a proteína conalbumina do ovo da galinha contêm 17 in- 
trons, e descobriu-se que um gene do colágeno tem mais dc 50 
introns. Os genes para as hislonas parecem não ter imrons. Ape- 
nas alguns poucos genes pocar iòlitos contém introns. Na maio- 
ria dos casos, a função dos introns não é clara. 
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D Tamanho e a Sequência 
Estrutural das Moléculas do DNA 

O empaeot amento e a segregaçã n dos cromossomos, nas células 
filhas, durante a divisão celular, são críticos para a vida da célu- 
la. Sequências de DNA e prmdnas especificas estão implicadas 
nesses eventos. Em nosso exame da organização c estrutura dm 
cromossomos, consideraremos agora como o DNA é organiza- 
do para se acomodar nas células procarióticas e eucaridtícas. 

A* moléculas do DNA virai 
sio relativamein* p#quenas 

Os vírus geralmente contém informação genética consideravelmen- 
te menor que » céhiks. porque eks usam os recursos da célula 
hospedeira para muitos dos processos requeridos para se propa- 
gar. Uma partícula de vírus infeccioso frequentemente consiste de 


não mais do que o seu genoma íusuaJmente uma moléculu única 
de RN A ou DNA) envolta por uma capa de proteína. 

Quase todos os vírus de plantas e alguns vii us bactéria nos e 
anima U contém RNA. Esses genomas tendem a ser pariiculir- 
mrntc pequenos. Por exemplo, os genomas dos retrovirus de 
mamíferos, como o HIV, possuem cerca de 9.000 nudeotídeos 
de tamanho, e o do harteriòfago Qp 4-220 nucleolídeos. Ambos 
os tipos de vírus possuem genoma s de fita simples de RNA. 

0 genoma dos vírus de DNA varia intensamente em tama- 
nho (Tabela 24- 1), A partir do peso molecular de uma fita dupla 
(duplex) de DNA virai é possívei calcular a sua extensão de con- 
torno (a extensão de sua hélice), sabendo-se que cada par de 
nuckotidcos possui um peso molecular médio de cerca de 650 e 
um comprimento do dúplex de 3.4À (veja Fig. 10-15). I Obser- 
ve, entretanto, que o l>NA de alguns vírus é de fila simples em 
vez de fita dupla.) 


717 



Muitos DNAs virais são circulares durante, peio menos, parte 
do seu rido de vida. Durante a replicaçio virai, dentro de uma 
célula hospedeira, tipos especificas de DNAs virais, chamados 
de formas rrplicativas, podem aparecer, por ruemplo, muitos 
DNAs lineares se comam circulares e todos os DNAs de fita úni- 
ca se tornam fita dupla. 

Um DNA virai de tamanho médio típico é o haeteriòfago h 
(lambda)» que infecta a £ coli. Na sua forma replicativa dentro 
das células, o seu DNA é uma dupla hélice circular, Esse DNA de 
fila dupla contém 48.502 pares de bases e possui uma extensão 
de contorno de 17 h 5pm r D haeteriòfago <))X]74 é um vírus de 
DNA trmiio menor, o DNA em uma partícula vira] do 4X174 é 
um circulo de fita simples, c sua forma replicativa contém 5.3S6 
paro de bases. Ai exicrtiâo de contorno dos vírus de DNA, como 
notado anterkinnente, são muito maiores que a maior dimen- 


são da partícula virai que os contém. O DNA do bacterióíago 
T4. por exemplo, é cerca de 29Q vezes maior que a própria partí- 
cula virai ÍTabda 24-1 ). 

As bactérias contém DNA cronn osso mico 
* íxtracromossdmico 

Às bactérias contêm muito mais DNA do que os vírus de DNA, 
Uma única célula de £, Cüíi contém quase LOtl vez.es mais DMA 
que uma partícula do Iwteriòfago X, O cromossomo de uma 
célula de E coft é uma molécula única de DNA circular de fita 
dupla. Seus 4.639.22 1 pares de bases possuem uma extensão de 
coniomo de cerca de !»7mm, quase 850 vezes o comprimento 
de uma célula da E coíi ( Irp, 24-5). O DNA hatteriano tem de 
possuir uma estrutura terciária ainda mais compactada que a 
do DNA vtraL 
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Ftguri 24-6 - ONA de um Fitado da célula £- toti fíttid étetrornitro- 
grafia. vartos DNAs plasroidiâa. oxtiJaré* e pequenos, estio manados 
p« selai brancas As manchas pretas e os pontos brancos são artefatos 
da txepofaçào 


Além do grantfc DNA cromossômko circular encontrado 
no nudcóidc, moitas bactérias contém uma ou mais moléculas 
de DNA circulares que estão livres no citoplasma. Esses elemen- 
tos extraem moas Am icos são chamados de plasmídius (Hg. 24- 
fi). Algumas classes de DNAs plasmidiais são, às vezes, tempora- 
riamente Incorporadas no D NA cromossòmico, para ser exdsa- 
das depois de uma maneira precisa por meio de um processo de 
recombinaçáo especializado. A maioria dos phisrmdios possui 
apenas poucos milhares de pares de bases, mas alguns contém 
mais de IO' pares de bases. Os plasmldios transportam a infor- 
mação genética ç sofrem rep li cação para produzir os pbsmidios 
filhos, que passam para as células Ilibas durante a divjcão celu- 
lar. Os pbsmidios tém sido encontrados na levedura e em ou- 
tros fungos, bem como em bactérias. 

Em muitos casos, os plasinktios não conferem nenhuma 
vantagem obvia ao seu hospedeiro e sua única função parece wr 
a auíof ropagjçào Entretanto, alguns piasnudios transportam 
genes que tomam uma bactéria hospedeira resistente a agente* 
anlibacteriantn. Por exemplo, os plosmídkK que transportam o 
gene para a enzima ft-lací amase conferem resistência àos antibi- 
ótico* p-lacTàmicos. como a penicilina e a anuxkilina (veja Aden- 
do 20-1 ), Esses e os plasmrdk» semelhantes podem passar de 
uma cdtila resistente ao antibiótico a uma célula sensívd da 
mesma ou de outra espécie bacleriana, tomando 3 célula reci- 
piente resistente ao antibiótico. O uso extensivo dos antibióti- 
cos. em algumas populações humanas, tem servido como uma 
forte força seletiva para o espalhamento dos transposons (Capi- 
tulo 25) c dc plasmidios que codificam resistência a antibtoltco 
em bactérias causadoras de doenças, criando cepas bactemnas 
resistentes a vários antibióticos, 0$ médicos estão se tornando 
relutantes na prescrição de antibióticos, a menos que uma ne- 
cessidade clinica clara seja confirmada. Por razões semelhantes, 
o uso iargamente difundido dos antibióticos na alimentação dos 
animais está sendo contido. 

Os plasmldios são facilmente isolados intactos de células 
baderianas e dc levedura e sào modelos úteis para o estudo de 
muitos processos no metabolismo do DNÀ. Eles também têm- 
se tornado um componente central das tecnologias modernas 
usadas para isolar, elotiar e modificar genes arlificiaJmcnlc, Ge- 
nes de uma variedade de espécies podem ser inseridos deniro de 
um plasmidio isolado, Um plasmidkvcom um gene estranho, é 


reintroduzido em uma célula hospedeira normal, é replicado e 
transcrito e, no pmeesso, pode induzir a célula hospedeira a fa- 
zer a proteína codificada pelo gene estranho, mesmo que ele nio 
seja parle do genoma normal da célula, O Capítulo 29 descreve 
como tais DNAs recombinanies são construídos. 

As células euca riõticas contém 
mais DMA do que as proca rióticas 

Uma célula de levedura, um dos cucarutos mais simples, possui 
quatm vezes mais DNA do que unu célula da £ coíL Células da 
Dro<ophiLi. a mosca das fruías usada nos estudos clássicos da 
genética, possuem 25 vezes mais |>\A do que os celuUs da £ 
edi, Células humanas e de muiii» outros mamiftn» possuem 
cerca de 600 vezes mais DNA do que » £ çpji. As células de mui- 
tas plantas e anfíbios possuem uma quantidade ainda maior. Em- 
bora as células eucarjot jcas contenham mais DNA db que as cé 
lulas bactéria nas, um genoma cucariólico possuí uma maior 
proporção de DNA, aparentemente nio -codificador. Ha cerca 
de aproximada mente 5U genes por milímetro dc DNA humano, 
comparado com cerca de 2.500 genes por milímetro de DNA da 
£ co/r, A maior parte desse DNA não-codificador pode desem- 
penhar um papel importante na organização áã estrutura do 
cromossomo eucariótico. 

A extensão de contorno de todo o DNA existente em uma 
única célula humana é cerca de 2m, comparada a de l,7mm para 
o DNA da E . cvlL O corpo de um adulto humano contém, apro- 
ximadamente, lü r * células e, portanto, um DNA total de 2 x 
10 "km, Compare isso com a circunferência da terra (4 x H)‘km) 
ou com a distância entre a Terra e o Sol (1,5 * lífkm), uma 
ilustração dramática do extraordinário grau de compactação do 
DNÀ nas nossas células, 

A observação microscópica dos núcleos nas células eucarió- 
ticas em divisão tem mostrado que o material genético está sub- 
dividido nos cromossomos, sendo que seu número díplóide de- 
pende da espécie do organismo (Tabela 24-2). Uma célula so- 
mática humana, por exemplo, possui 46 cromossomos (Fíg, 
24-7 E Cada cromossomo de uma célula cucariótica, como é 
mostrado na Figura 24-7a,comém uma únic* molécula de DNA 
dúplex muito longa, que pode ser dc 4 a 100 vezes maior que a 
de uma célula de £ íoü. Por exemplo, o DNA dc um dos meno- 
res cromossomos humanos tem a extensão de contorno de cerca 
dc 30mm, quase 15 vezes maior que o DNA dc uma célula de 
£ caft As moléculas de DNA. ik» 24 tipos diferentes de cro- 
mossomos humanos (22 pares casados mais os cromossomos 
sexuais X e Y), variam em extensão em um intervalo de até 25 
vezes. Cada tipo de cromossomo, nos eucariotos. transporta um 
conjunto de genes caxactemtKOS. 



Bactéria 

1 

Abelha (fémea) 

32 

Mosca da fruta 

& 

Raposa 

34 

Trevo vermelho 

T4 

Gato 

3a 

Ervilha do jardim 

14 

Camundongo 

40 

Levedura 

16 f 

Rato 

42 

Milho (semente) 

20 

Coelho 

44 

Sapo 

26 

Homem 

46 

Hidra 

30 

Galinha 

70 


'Para todos ds Qucariotos listados, está Indicado o número de cromossomos 
dipléides, exceto d levedura 

T Este 4 q número haplúide de cromos tomos da levedura SaccbafDmynes owevr- 
Wf Cepas de leveduras selvagem gçralmenle possuem oito (octaptóide} ou 
tnao comuntos deste cromossomos 
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Figura 24-7 - Cromossomos eucariótkos (a) Um cromossomo huma- 
no único, (b) Um conjunto completo de cromossomos de um leucócito 
obtido por um dos autores. Há 46 cromossomos em cada célula somática 
humana normal. 


As organelas das células eucari óticas 
também contêm DNA 

Nas células eucarióticas, um DNA que difere na sequência de 
bases dt> DNA nuclear é encontrado nas mitocòndnas (Fig. 24 
8) c nos cloroplastos, Menos de 0,1% de todo o DNA celular 
está presente nas mitocõndrias de uma célula somática típica, 
entretanto, nas células do ovo fertilizado e em divisão, em que 
as mitocõndrias são muito mais numerosas, a quantidade total 
do DNA mitocondrial é correspondente mente maior. As molé- 
culas de DNA mitocondrial (mtDNA) são muito menores do 
que as dos cromossomos nucleares. Nas células animais, elas 
contêm menos que 20.000 pares de bases f 16,569 pares de bases 



Figura 24-8 - Uma mitocânctria em divisão. Algumas proteínas e RNAs 
mitocondriais são codificados por uma das cópias do DNA mitocondrial 
{nenhuma delas visível aqui). 0 DNA (mtDNA) é replicado toda vez que a 
mrtocCindria se dividir, antes da divisão celular. 


no mtDNA humano) e ocorrem como um duplex circular. Os 
mtDNA das células de plantas oscilam entre o tamanho de 
200.000 a 2.500,000 pares de bases, O DNA dos cloroplastos 
(cpDNA) também existe como dúplex circulares e oscilam en- 
tre 120.000 e 160,000 pares de bases. 

A origem evolucionária dos DNAs mitocondrial e cloroplas- 
tial tem sido assunto de muita especulação, Um ponto de vista 
largamente aceito é que eles sejam vestígios dos cromossomos 
de antigas bactérias que ganharam acesso ao citoplasma das cé- 
lulas hospedeiras e tornaram-se os precursores destas orga nelas 
[veja Fig, 2-1 5). O DNA mitocondrial codifica os tRNAs e rRNAs 
mítocondriaís e umas poucas proteínas mitocond riais. Mais de 
95% das proteínas mitocondríais são codificadas pelo DNA nu- 
clear. As mitocõndrias e os cloroplastos dívidem-se quando a cé- 
lula se divide, O seu DNA é replicado antes e durante a divisão, e 
as moléculas de DNA filhas passam para as organelas filhas, 

Supe respira lamento do DNA 

O DNA celular, como vimos, está altamente compactado, impli- 
cando alto grau de organização estrutural. O mecanismo de eno- 
velamento não apenas empacota o DNA, mas também permite 
o acesso da informação no DNA, Antes de considerarmos como 
isso è feito nos processos de replícação e transcrição, devemos 
examinar uma propriedade importante da estrutura do DNA, 
conhecida como superespiralamento. 

Superespiralamento significa o espiralamento de uma espi- 
ra. Um fio de telefone, por exemplo, é essencial mente espirala- 
do, O caminho tomado pelo fio entre a base do fone até o apare- 
lho geralmente descreve uma ou mais superespiras (Fig, 24-9). 
O DNA é espiralado na forma de uma dupla hélice, em que am- 
bas as fitas da espira de DNA se enrolam em torno de um eixo. O 
espiralamento posterior desse eixo sobre si próprio (Fig. 24-10) 
produz, o DNA superespi ralado. Como detalhado a seguir, o DNA 
superespiralado é geralmente uma manifestação de uma tensão 
estrutural. Quando não houver urna curvatura do DNA sobre si 
próprio, o DNA está em estado de relaxamento. 

Pode-se prever que a compactação do DNA envolva alguma 
forma de superespiralamento. Talvez, menos previsível seja o fato 
die que a replícação ou a transcrição do DNA também afete e 
seja afetada pelo superespi rala mento. Ambos os processos re- 
querem uma separação das fitas do DNA — que não é um pro- 
cesso simples em uma molécula com as duas fitas helicoidais 
entrelaçadas (Fig. 24-1 l), 

Que o DNA se curve sobre si mesmo e se torne uma supc- 
respira em um DNA celular for temente empacotado pareceria 
lógico e talvez mesmo trivial se não houvesse um fato adicional: 
muitas moléculas de DNA circular permanecem alta mente su- 
perespi raladas mesmo depois que são liberadas das células e 
purificadas, livres das proteínas e de outros componentes celu- 
lares, Isso indica que o superespi rala mento é uma propriedade 
intrínseca da estrutura terciária do DNA. Ela ocorre em todos 
os DNAs celulares e é al lamente regulada por cada célula. 

Um certo número de propriedades do superespiralamento 
foi estabelecido, o estudo dessas propriedades tem fornecido mui- 
tas idéias sobre a estrutura e a função do DNA. Este trabalho 
tem-se baseado especialmente em conceitos derivados de um 
ramo da matemática chamado de topologia, o estudo das pro- 
priedades de um objeto que não se modifica sob deformações 
contínuas. Para o DNA, a deformação contínua incluiria altera- 
ções conformacionais devidas â movimentação térmica ou a uma 
interação com proteínas ou com outras moléculas. Deforma- 
ções descontínuas envolvem a quebra das fitas de DNA. Para as 
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Figura 24-9 - Supe respira? Uml «o òe telefone tiptoíesp talado como 
u má hélice de DNA, e d fk> espraiado pode. ele propõe, espiralar-se em 
uma superespra A iustraçãg e espçç^l^enie apropriaria porque um 
exame do ío do telplone ajudou a levar >e-rome vinograd e seus colabo- 
rador a discernirem que muitas propriedades dos DMAi circulares e 
pequenos poderiam ser explicadas pelo superespiralarnentD. Primeira, eles 
detectaram 0 ONA superespiralado em DNAs virais circulares e peque- 
nos, em 196 & 



Figun 24-10 - Supempi ralam*™» do ONA Quando o eom da oupü 

hélíe de DMA e espirando sobre v mesmo, eie forma ima nova héke 
ísuper-hélice) O DMA super-héMe é usualmçnw cmamado de supempri 


moléculas de UNA circulares, uma propriedade topológica é, 
portanto, aquela que não é afetada pelas deformações das fitas 
de DNA, desde que nenhuma quebra seja introduzida. Proprie- 
dades topológicas são alteradas apenas por quebra e reunião de 
u ma ou de ambas as fitas do esqueleto Ue DN A. 

Examina remos a seguir as propriedades fundamentais c as 
bases física* do superespiralamenlo. 

A maior parte do DNA celular está subenrolada 

Para entender o supefíspiralajnerito, precisamos primeiro foca- 
lizar as propriedades de DNAs pequenos e circulares, como os 
plasmidins e os pequenos DNA virais, Quando esses DNAs não 
contém quebras em nenhuma fila, des são chamados de DNAs 
circulares fechados. Se o DNA de urna molécula circular fecha- 
da obedecer aproximadamente ã estrutura da forma B (a estru- 
tura Watsen-Criek; veja Fig, 10-15), com uma vo] ta da dupla 
hélice para cada 10,5 pares de bases, de se tornará relaxado em 
ve* de superespiralado (Fig, 24- 12), Ü supemspiralamento ocorre 
quando 0 DNA estiver sujeito a alguma forma de tensão estru- 
tural Q DNA circular fechado purificado raramente se apresen- 
tará relaxado, independentemente da sua origem biológica, Além 
disso, o DNA derivado de uma dada fonte celular apresenta um 
grau de supe respira ta mento característico A estrutura do DNA 
está, portanto, tensiortada dç maneira tal que é regulada pela 
célula pau induzir o superespi rala mento. 



Figura 24-11 - Superaspiralamerito induzido pela separaçáo das 
fitas de uma estrutura helicoidal Enrole duas f tas Itneares de borra- 
cha em uma dupla hélice no sentido da mão directa, como mostrado Fae 
uma eniremidade. tendo um auxihar que a segure, então puxe as duas 
fuas na outra extremidade a Ma resultante produzirá uma superesprá 
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Figura 24- li - D NI As plasmidiais superesplralados e relaxados A molécula na eletrgrmcrografia da extremidade esquerda 
apnesenta-se relaxada, a grau de superespira lamento aumenta da esquerda para a direita 


Km quase qualquer instância. a tensâft é o resultado de um 
subcnroUmrato da dupb hélice dc DNA em um eirado fecha' 
do. Cm nutras palavras, há menos vohas na hélice do DNA do 
que seria esperado para a estrutura de forma B. Os efeitos do 
subenmlamentü são ilustrados na Figura 24-] 3, Vm segmento 
de 84 pares de bases de um DNA circular no estado relaxado 
comeria oito voltas da hélice dupla, ou uma para cada iü„5 pares 
de bases. Se uma dessas voltas fosse removida, haveria 84/7 ou 
cerca de 12 pares de bases por volta em vez dos 1 03 encontrados 
no DNA-B (Fig. 24-1 3b). h$o é um desvio da forma mais está* 
vel do DNA, e, como resultado, a molécula fiçn termodinamica- 
menie mais tensa. Gera] mente, a maior parle da tensão poderia 
ser acomodada pelo espiralamcnlo do eixo do DNA sobne si 
mcíino. formanilu uma superespira {Fig. 24- 13c; parle da ten- 
são vetta simplesmente tornada dispersa na estrutura não torci' 
da de uma molécula de DNA maior). Em princípio, a tensão 
também poderia acomodar-se separando as duas fitas de DNA 
por uma distância de cerca de 10 pare; de base» (Fig. 24-l3d). 
Em um DNA circular fechado isolado, a tensão induzida pelo 
suhemolamento é geral mente acomoda da pelo supercmolamen- 
to, em vez da separação das fitas, pelo fato de o esptralarnemo 
do eixo do DNA usualmente requerer menos energia do que a 
quebra das ligações de hidrogênio que estahilizani os pares de 
bases, Observe, entretanto, que o subenrola mento do DNA in 
vivo torna mais fácil separar as fitas de DNA, fornecendo acesso 
à informação que elas contenham. 

Cada célula ativamente subenrola o seu DNA com a ajuda 
de um processo enzimático {descrito a seguir), c o estado de ten- 
são resultante representa uma forma de armazenar energia. As 
células mantém o DNA em um estado subenrobdet para facili- 
tar sua compactação pdo espiralamenta Além disso, o suben- 
mlamento do DNÁ é também importante para as enzimas do 
metabolismo do UNA que devem induzir a separação das ntas 
como parte de sua função. 

O estado de suben mia mento pode ser mantido apertas se o 
DNA estiver em um circulo fechado ou se de estiver ligado e 
estabilizado por proteínas de tal forma que as fitas não estejam 
livres para rodar uma em rdação â outra. Se houver uma quebra 
em uma das fitas de um DNA circular livre de proteínas, a rota- 
ção livre naquele ponto levará à reversão espontânea do DNA 
suben rolado ao estadn de relaxamento. Em um DNA circular 
fechado sem quebras nas fitas, entretanto, o número de voltas 
da hélice não pode ser aliciado sem, pelo menos, uma quebra 
transitória de uma das fitas de DNA. O número de voltas da 
hélice em uma molécula de DNA, portanto, fornece uma descri- 
ção precisa do supereruulajíiemo- 


AVAVAVAVAVAVAT/A 7 ! 


IbUxado i« voltes» 
(a) 

I 




Tenso (7 voltas) 

Eb) 

1 


lAVAW^/AVAVAVA'! 



ScpinçtD das Elas 
(d) 


Figura 24-13 - Efeitos do suben rolamento do ONA (a) Um segmen- 
to cie DNA dentro de uma molécula drcular fechada, de 84 pares de 
bases de comprimento, na sua forma relaxada com oito voltas helicoi- 
dais. (b) A remoção de uma volta induz uma tensão estrutural, (c) A 
tensão é geralmente acomodada pela formação de uma superespka (d) 
□ suben rolamento do DNA de alguma forma também o torna mais fáol 
para separar as fitas. Em principio, cada volta de subenrolamento facilita- 
ria a separação das filas- por cerca de 10 pares de bases, como mostrado 
Entretanto, o paieamenio de bases por pomes de hidrogénio geralmen- 
le esnuna a separação das filas em uma draãnria tão cuda que o eíerlo 
se tomana importame apenas para DNAs mas longos e Uws ma*cxes de 
su bewQiamento òo DNA 


722 


O DNA 5 u ben roí ado é definido 
peio número de ligação topo lógica 

A topologia fornece um certo número de idéias que são úteis 
nesta discussão, particular mente o conceito de número de liga- 
ção. O número de ligação é uma propriedade top u lógica por- 
que ela não varia quando o DNA de dupla fita for curvado ou 
deformado, desde que amimas fitas do DNA permaneçam in- 
tactas. O conceito de número de ligação [Lk) é ilustrado na Fi- 
gura 24-14- Começamos visuaiiiando a separação das duas fi- 
tas de um DNA de fita dupla circular. Se as duas fitas estão liga- 
das. como mostrado na Figura 24- 14a, elas estio efetivamente 
unidas pdo que pode ser descrito como uma ligação lapotògi- 
a Mesma que todas as pontes de hidrogênio e as interações de 
empilhamento das bases fossem abolidas, de forma tal que as 
fitas não tivessem contato fisko, essa ligação topológka ainda 
ligaria as duas fitas. Vbualizc uma das fitos circulares como o 
limite de uma superfície imaginária (tal como um filme de sa- 
bão espalhando- se pelo espaço emoldurado por um fio circular 
antes que você sopre uma bolha de sabão). O número de liga- 
ção pode ser definido rigorosa mente como o número de vezes 
que a segunda fita fura esta superfície, Para a molécula apresen- 
tada na Figura 24- 1 4a, IJt ~ 1 ; para a da Figura 24- Mb,U = 6. 
O número de ligação de um DNA circulará sempre inteiro. For 
convenção, se as ligações entre duas fitas de DNA estão arranja- 
das deial forma que as fitas estejam entrelaçadas em uma hélice 
que tenha a orientação da mão direita, o número de ligação é 
definido como positivo (+}; para fitas entrelaçadas como uma 
hélice da mão esquerda, o número de ligação é negativo (-)> 
Números de ligação negativos, para todos os propósitos práti- 
cos, não são encontrados nos estudos do DNA. 

Podemos agora estender estas idéias para um DNA circular 
fechado com 2, 100 pares de bases (Fíg. 24-15). Quando a molé- 
cula estiver relaxada, o número de ligação é simplesmente o nú- 
mero de pares de bases por volta, que é próximo ik 1 0,5; nesse 
caso, lk ~ 2tXl Para uma molécula de DNA circular ter uma 
propriedade topológka como o número de ligação, nenhuma 
fita pode conter quebra, Se houver uma quebra em qualquer fita. 
da pode. em principio, desenroUr-see separar- se completamenit. 
Nesse caso» nenhuma ligação topológica existe, e o fJt é indefini- 
do (Fig, 24-154»)* 

Podemos agora descrever o súbenrolamento do DNA em 
termos de variação do número de ligação. O numero de ligação 
no DNA relaxado, chamado de Dfc,> é usado como referência. 
Para a molécula mostrada na Figura 24- 15a» Lfc, = 200; se duos 
voltas forem removida? dessa molécula, lk será igual a 19Ã. A 
variação pode s « descrita pela equação: 

ALt = Ut - Lfc, = 1 98 - 200 = -2 

Frequentemente, é conveniente exprimir a variação do número 
de ligação em lermos de uma quantidade que é independente da 
extensão da molécula de DNA. Essa quantidade, chamada de 
diferença de ligação especifica {tr) T ou densidade supcr-helícoi- 
dal, que é uma medida do número de voltas removidas relativas 
àquelas presentes nu DNA relaxado: 


No exemplo dá figura 24- 1 5c, a = -í),Dl , que significa que I % (2 
em 200) das voltas da hélice presentes no DNÀ (na sua forma lij 
foram removidas, O grau de subenrolamento nos DNAs celulares 
gera! mente cai no intervalo de 5 a 7%, ou seja, a = -0,05 a -0,07, 
O sinal negativo de a denota que a variação no número de liga- 
ção se deve ao subenrolamento do DNA. O supe respira La mento 
induzido pelo subenrolamento é, portanto, definido como um 



Lk = I 

ft) 



Lk-* 

Ibí 


Figura 24- 14 - Número de ligaçió, Lk Aqui. tomo usual, carta tna 
azul reptwenta uma fita de uma molécula de DNA de fita dupla. Para a 
molécula em <a) r Lk = I Para a molécula em (b), LA» 6 Uma das fitas em 
(b) é mantida não torcida, com propúsilos ilustrativos, para definir a bar- 
da de uma superfície imaginária (sombreada em azul). D número de ve- 
zes que a fita contorcida penetra essa superfície fornece uma definição 
rigorosa do número de ligação 


Corte 



Figura 24-15 - Número de ligação aplicada para moléculas de DNA 
circulares fechadas Urn DNA Circular de 2,100 pares de bases é mos- 
trado em três formas: (a) relaxada, lk * 200. { b } relatada com um furo 
(quebra) em uma das fitas, Lk indefmldo; íe) suhennolada de duas voltas, 
Lk = 190 A molécula subenrolada geral mente ocorre como uma molé- 
cula superespi ralada, mas o subenrolamento também facrlita a separa- 
ção cias fitas do DNA. 
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superespirriamenl o negativo* Contrariamente, sob algumas con- 
dições, a DNA pode ser superenrolado, e o superespi rala mento 
resultante é definido tomo positivo* Observe que o caminho 
torcido tomado pelo eixo da hélice do DNA» quando o DNA 
estiver suhenrohdo úuperespirahmento negativo }. é a imagem 
especular daqude adquirido quando o DNA esta superen rolado 
(supefespiralarticnto posilho, ftg, 24-16)* Osuperespirabtlicii- 
to não é um processo ao acaso; o caminho do superespirala- 
mento está larga mente prescrito peh tensão tia torrão impoua 
ao DNA pela diminuição ou pelo aumento do número de liga- 
ção relativo ao DNA-B. 

O número de I igaçác pode ser alterado por ± I pela quebra 
de uma fita de DNA, rodando uma das extremidades 36 ff sobre 
a fita não quebrada e reunindo as extremidades quebradas. Essa 
alteração não tem efeito no número de pares de bases ou no 
número de átomos em uma molécula circular de DNA- Duas 
formas de um dado DNA circular, que difiram apenas em uma 
propriedade (opoldgica como o número de ligação» são referi- 
das como lúfKiisó meras. 

O número de ligação pode ser dividido em dois compo- 
nentes estrutura» chamados de contorção {Wr — - “writhÓ e 
distorção f 7W — -twísO ÍFig, 24- 17). Eles sào mais dtfkeb de 
descrever do que o númem dç ligação, mas a contorção pode 
ser pensada como uma medida do espiral a mento do eixo da 
hélice, e a distorção, como determinante da distorção local ou 
do relacionamento espadai dos pares de bases vizinhos, Quun 
do ocorre uma variação no número de ligação, algo da tensão 
resultante ê usual mente compensado pela contorção (superes 
pi rala mento), e algo, pela variação na distorção» fornecendo a 
equação: 

Lk = Tw+ Wr 

Distorção e contorção são propriedades geométricas e náo-tn- 
polAgicas porque das podem ser alteradas pda deformação de 
uma molécula ik DNA circular fechada* Além disso, Tw e Wr 
não precisam xrr numeros inteiros 

Além de causar o superefirolamenio e tomar a separação 
das fitas algo mais fácil» o subenrobmento do DNA facilita viri- 
as alterações estruturais na molécula. Elas sào de importância 
fisiológica menor, mas ajudam a ilustrar o efeito do subenrob- 
mento* Lembre-se de que uma cruz (veja Kg. 10-2J ) geraj mente 
contém algumas poucas bases não-pareadas; o DNA subenrob- 
do ajuda a manter a separação da fiu requerida [ Fig, 24- iS). 
Além disso, o subenrobmento de una hélice do DNA de orien- 
tação da mão di rena facilita a formação de pequenas rrglócs de 
DNA-Z da rnio esquerda, em que a sequência de DNA é consis- 
tente com a formação do PKA-Z (Capálulo 10). 




Supe respiras 
negativas 
Lk= IV» 



Superespiras 

positivas 

a *202 


Figura 14-16 - Superespi ralam en lo positivo e negativo Para a mo- 
lécula de DNA relaxada da figura 24-1 Sá, o sub du superenrolamento 
por duas voltas da hélice {ik - 198 üu 202) produzirá superespiralamen- 
ío negativo ou positivo, nespectivamente Observe a distorção do eixo do 
DNA em direções opostas nos dois casos. 



Tira reta (DNA reUxadol 
(ij 



Cimdt c&atixiçia, pequeru «hcfaçác na dúrorção 
<b) 


Zero de oootorção, grande álttraçlo na distorção 
kl 


M topíMiomerases catalisam alterações 
no número de ligação do DNA 

Oüuperttpirabmenfíi do DNA é um processa predsametue re- 
gulado que influencia muitos aspec tos do metabolismo do DNA. 
Toda célula possui enzimas cuja única função é subcn rolar etàu 
relaxar o DNA. Enzimas que aumentam ou diminuem o grau de 
sub enrolamento do DNA são chamadas de topoisomerases, c a 
propriedade do DNA que das afetam é o número de ligação. 
Essas enzimas desempenham um papel importante em proces- 
sos como a repticaçáo c o empacotamento do DNA, Há duas 
dasses de topoisomerases. As topoisomerases do tipo I agem pda 
quebra iransítória de uma das duas fitas do DNA, rodando uma 
das extremidades sobre a fita não quebrada e reunindo as exire- 
m idades quebradas; elas alteram o Lk em aumentos de 1. As to- 
poisomerases do tipo 11 quebram ambas as fitas do DNA « alte- 
ram o Lk em aumentos de 2. 


Figura 24-17 - Modelo de tira para ilustrar a dri torção e a contor- 
ção ai A tira rósea representa a ewó de um* mofétuk de DNA retexaíb 
A tensáo introduzida peta disiofçào da lira (su&ewotemdo o DMA> poòe 
ser manifestada como (b) contorção ou (cl distorção Alterações no nu- 
mera de ligação são usualmenle acompanhadas por alterações tanto na 
contorçáo quanto na distorção. 


Os efeitos dessas enzimas podem ser demonstrados usan- 
do-se a eletroforese em gel de agarose (Fig. 24-19), Uma popula- 
ção de DNAs plasmi diais idênticos com o mesmo número de 
ligação migrará como bandas discretas durante a eletroforese, 
Topoisômeros com valores de Lk, diferindo por apenas 1» po- 
dem ser separados por esse método, de forma tal que alterações 
no número de ligação induzidas pelas lopoisomerases podem 
ser facilmente observadas* 
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Figura 24-18 - Promoção de estruturas crutlformes jw4o subenrolamento do DNA. Em principio, as cruzes podem formar-se em 
seqüéncias palindrõmicas (veja Fig. 10-21), mas elas raramente ocorrem em DNA relaxado, porque o DNA linear acomoda mais pares de 
bases do que a estrutura cruciforme. O suben rola mento do DNA facilita a separação de fitas necessárias para promover a formação trucifor- 
me em seqüujndas apropriadas. 


1 2 3 



Figura 24-19 - Alterações no número de ligação catalisadas pelas 
topoisomerases Nesse experimento, todas as moléculas de DNA pos- 
suem o mesmo número de pares de bases, mas exibem alguma variação 
ao grau de supere nra lamento. Pelo fato de as moléculas de DNA supe- 
respi rala das serem mais compactas do que as moléculas relaxadas, elas 
migram mais rapidamente durante a eletroforese no gel. Os géis mostra- 
dos aqui separam topoisómeros (movendo-se do topo ao fundo) dentro 
de um intervalo limrtado de densidade super- helicoidal. Na raia 1 , o DNA 
alta mente superespiralado migra em uma única banda, mesmo que vá- 
rios topoisómeros diferentes possam estar presentes As raias 2 e 3 ilus- 
tram o efeito do tratamento do DNA superespiralado com a topoisome- 
rase do tipo I; o DNA, na raia 3, foi tratado por um tempo mais longo do 
que aquele da raia 2. Como a densidade super-helicQJdal do DNA é redu- 
zida até o ponto em que ela corresponde ao intervalo no qual o gel pode 
discriminar os topo»sômeros individuais, bandas distintas aparecem. Ban- 
das indicadas peio colchete próximo da raia 3 contém círculos de DNA 
com o mesmo número de ligação. 



Figura 24-20 - Mecanismo da DMA glrase A topoisomerase N da £, 
cod (DNA girase) altera o número de ligação das moléculas orcu lares do 
DNA por um mecanismo não usual. A topoisomerase liga-se ao DNA de 
forma que duas regiões de uma molécula de DNA são cobertas em uma 
configuração específica no complexo ligado, um cruzamento ou nb posi- 
tivo {+), Em qualquer DNA circular, um nó compensador (-) (um cruza- 
mento em que as fitas são cobertas da maneira oposta) forma- w espon- 
taneamente em qualquer lugar na molécula do DNA Ambas as fitas de 
um segmento de DNA são quebradas, o outro segmento passa através 
da quebra e esta ê resselada, O produto contém dois nós(-). A alteração 
na estrutura reflete uma alteração no Lk de -2. 

Pelo menos quatro topoisomerases individualmente dife- 
rentes (I até IV) ocorrem na E, coli. As topoisomerases dc> tipo 3. 
(topoisomerases 1 e 111 )„ geralmente, relaxam o DNA, removen- 
do super espiras negativas (aumentando o Lk). Uma enzima bac- 
téria na do tipo J In chamada ou de topoisomerase II ou DNA gi- 
rase, pode introduzir superespiras negativas (diminuindo o Lk). 
Elas usam a energia do ATP e um mecanismo surpreendente para 
conseguir isso (Fig. 24-20). O grau de superenrolamento do DNA 
bacteriano é mantido pela regulação da atividade final das to- 
poisomera.se? I e II. 

Células euearióticas também possuem as topoisomerases dos 
tipos I e II. As topoisomerases I e III são ambas do tipo I. Os 
dois tipos de topoisomerase II, topoisomerase lia e Iip, não 
conseguem subenrolar o DNA (introduzir superespiras negati- 
vas), embora ambas possam relaxar tanto superespiras positi- 
vas quanto negativas. Consideraremos uma provável origem das 
superespiras negativas nas células euearidticas em nossa discus- 
são sobre a croma tina mais adiante neste capítulo. 
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A compactação do DNA requer uma 
forma especial de superes pi rala mento 

Moléculas supcrespiraladas de DNA sâo uniformes em vários as 
pcctos. As supcrespiras estio no sentido da mão direita na molécu 
la do DNA nepaióainerue supere&ptraLida í Pjg. 24- 1 ó) T eda& tendem 
a se estender e estreitar em ve* de se compacUx, freqüentementc 
com ramificações múltiplas í Fig. 24-21 ), Nas densidades super-hc- 
bccrtdaiv, normalmmte encontradas nas cél ubs, a extensão do cuco 
da supetespir^ . incluindo ramificações, É cerca de 40% da extensão 
do próprio DNA, Esse tipo de superesptntkmeníD é níferido como 
pkctonémko (do grego pkhü$> "distorcido" e www, “fio " ). Esre ter- 
mo pode ser aplicado a qualquer estrutura em que as fitas esteiam 
rmrdaçadas em algunu maneira simples e regular, e eie descreve 
bem a estrutura geral do supcncitrt jUmento em soiuçào. 

Embora o superenrolamento piectonémico seja a forma ob- 
servada nos DNAs isolados no laboratório, ele não oferece à com- 
pactação necessária para empacotar o DNA na célula. Uma se- 
gunda forma de super enrolamento, chamada de superenro la- 
mento sdcnoidal (Fig, 24-22), pode ser adotada por um DNA 
suben rolado. Em vez das superespiras estendidas no sentido da 
mão direita, característica da forma plectonémica, o superenro- 
lamcnto solenoidal envolve voltas apertadas, no sentido da mão 
esquerda, semelhante ã forma tomada por uma mangueira de 
jardim orgamzadamente enrolada cm uma roda, Embora suas 
estruturas sejam dramaticamente diferentes, os supereniobmm 
tos pLcaonèmko c soíenoidal são duas formas de supermroU- 
mento negativo que podem ser tomados pdo mesmo segmento 
de DNA suben rolado. As duas fònms são fa obrante bitercon- 
vfxsivris. Embora a forma plectonémica seja mais estável em so- 
Juçátt, ã forma solenoidal pode ser «labiliiada pda ligação de 
proteínas e é a forma encontrada 1U cromatina. Ela fornece um 
maior grau de compactação (Fig. 24-22b). Osuperenrolamcntu 
solcnotdal è o mecanismo pelo qual o stibenrolamento contri- 
bui para ú compactação do DMA, 


Cromatina e Estrutura Nudeòide 

O termo "cromossomo” é usado para se referir ã molécula do áci- 
do nu cl éi co que é o repositório da informação genética em um 
vírus, uma bactérid» uma célula eucartóiica ou uim organela. Ele 
também se refere aos corpos densa mente coloridos vistos nos 
núcleos das células eucariólicas coradas, que podem ser visuali- 
zados ao microscópio òptko. Cromossomos eucariótkus apare- 
cem como cíHposdafameme definido* no núcleo, no período ime- 
dbtunaite anterkw e durante a mitose, o processo de divisão nu- 
clear nas células somaticas, Nas células eucariot kas que não estão 
se dividindo, o material cromossómico, chamado de cromatina , é 
amorfo e parece estar disperso ao acaso por todo o núcleo, Ã me- 
dida que as cdulas se preparam para dividir, a cromatina condem 
sa-se e organiza-se em um número bem definido de cromosso- 
mos, especifico para a espécie (veja Fig. 24-7). 

A cromatina consiste de fibras que contém proteína e DNA 
cm mavvas aproximadamente iguais, mais uma pequena quanti- 
dade de RNA. O DNA, na cromatina, está fortemente associado a 
proteínas chamadas de histonas, que empacotam e ordenam o 
DNA em unidades estruturais, chamadas de nudeossomos (Fig. 
24-23). Também encontradas na cromatina estão muitas proteí- 
nas não -históricas, algumas das quais regulam a expressão de ge- 
nes específicos (Capítulo 28). Começando com os nudeossomos, 
o DNA cmmossómico euca ri ótico ê empacotado em uma suces- 
são de estruturas de ordem superior, que no lim produz os cro- 
mossomos compactos vistos ao microscópio óptico. Voltamos 
agora à descrição dessa estrutura nos cucariotos e a comparare- 
mos com o empacotamento do DNA nas células bacte nanas. 




Figura 24-21 - Superenrolanwilo ptectonõmko *> Ona c ^njrrn- 
çrografia do DNA pJasmrttel plectoner™cârríense superespraJado e b 
unta interpretação da estrutura observada As linhas purpuras mostram o 
imo da super espira Observe a rarmkaçào dessa superespira íc> Uma 
rppresentdção idealizada dessa estrutura 



(a) 


íb) 


Figura 24-22 - Superen rolamento plectonèmico e sotenoídal (a) 0 

supenenrolamento plectonèmico toma a forma de espiras estendidas da 
mão direita, 0 superen rolamento solenoidal negativo toma a forma de 
voltas apertadas no sentido da mão esquerda em torno de uma estrutura 
Imaginária semelhante a um tubo As duas formas são facilmente mter- 
ronverslveis. embora a forma sülenoidai não seja geralmente observada, 
a mçnos que certas proteínas se liguem ao ONA. (b) Superen rolamento 
pietf onêmico e solenoidal da mesma molécula de ONA desenhada em 
escala 0 supeienrolamieciiü sotencndal lomKe um grau mudo muar de 
compactação 
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Núcleo de hiaiuna* UNA de ligado da 
do mídcowomo nudeoisomo 



(b( SQnm 


Figura 24-23 - Nuíleouom» Nutleoreomos regulamente êípáÇádCM 
consistem de completo* de hiStor\3s ligados ao ONA ím) ilustrarão es- 
quemática; (b) íletro micro grafia. 


As histonas são proteínas básicas pequenas 

Encontrada* nu cm matina de todas as células eucanóticas, as 
histonas possuem pesos moleculares entre U.ÜOO e 21,000 e são 
muito ricas nos aminoáddos básicos, arginina e lisina (juntos 
eles perfazem cerca dc um quarto dos resíduos de aminoáddos). 
Cinco classe* principais de histonas são encontradas em toda* as 
células cucarióticas, diferindo no peso molecular e na composi- 
ção de aminoáddoa (Tabela 24-3). As histonas HS são pratica - 
mente idênticos. ru teqúênçia de aminaáddov, em todos os euca- 
rioios, como lambem o são as histonas H-4. sugerindo conserva- 
ção estrita da* vuas funções. Por exemplo, apenas dois dos |QZ 
aminoácidos diferem entre as moléculas das histonas H4 da cnn- 
Ihaeda vaca c apenas oito diferenças exisiem entre as do homem 
e as da levedura . As h isi onas H 1 , H2A e HZ B apresem am u m grau 
menor de humdogja de sequência entre as especies eucarióticov 


Tab*U 24-3 - Tipo t pr opriwlades das histonas 


Histona 

P*KJ 

motecuter 

Numero <k 
rauduot de 
amnoiadoi 

Con teúdo do* 
afninokíd« 
(% da total) 

4r» 

Arg 

Hl* 

21 130 

223 

29.5 

E3 

H2A* 

13960 

129 

10.9 

9J 

H2G* 

13774 

125 

16,0 

6,4 

H3 

15.273 

135 

9,6 

13,3 

m 

11236 

102 

10.8 

13,7 


*0 tamanho denac historias varia um pouca oq uma espécie paia oulra Ov 
números apreieniadírt aqui são os das histonas bovina* 


Cada uma das histonas pode existir em diferentes formas 
porque eis aidcias laterais de certo* aminoáddos sBo enzinuui- 
camente modificadas por met ilação. ADP-ribosílaç&ú, fosfori- 
lação ou acet ilação. Tais modificações alteram a carga elétrica 
Itquida, a forma c outras propriedades das histonas, bem como 
as propriedades estruturais e funcionais da cromais na. e elas 
desempenham um papel na regulação da transcrição, como de 
talhado no Capitulo 28. 


Os nudeossomos são as unidades organizacionais 
fundamentais da cromatina 

O cromossomo eucariótico, descrito na Figura 24-7, representa 
a compactação de uma molécula de DMA de cerca de IfT|um de 
comprimento em um núcleo da célula que tem tipicamente 5 a 
lOpm de d iá melro, Essa compactação envolve vários níveis dt 
enrolamento altamenLe organizados. Submetendo os cromos- 
somos a tratamentos que parcialmcntc os desenrolam, revela -sr 
uma estrutura na qual o DMA está ligado fortemente a esferas 
de proteínas que frequentemente estio regularmente espaçadas 
(Fíg. 24-23 E As contas, neste arranjo de “colar de contas” são 
complexos de histonas e DNA. A conta mais o DMA cunectante 
que lesa até a próxima conta formam o nudeossomo, a unidade 
fundamen tal de organização, sobre a qual o empacotamento de 
alta ordem da cromatina é construído. A conta de cada nuckos- 
somo contém oito moléculas de histonas. duas cópias dc cada 
uma das H2A, H2B, H3 e H4, O espaçamento entre as contas 
dos nucleossomos ao longo do DNA fornece uma unidade de 
repetição tipicamente dc certa de 200 pares de bases, das quais 
146 estão fortemenie ligados em volta do núdeo dc oito histo- 
nas e o restante funciona como um do de DNA entre as contas 
dos nudeossomos. A histona H l liga-se ao cio de DMA. O trata- 
mento brando da cromatina com enzimas que digerem o DMA 
causa a degradação preferencial do do de 0NA h liberando partí- 
culas dc histonas que contêm ligados 1 46 pares de bases de DNA, 
que foram protegidos da digestão. Pesquisadores cristalizaram 
nudeossomo* obtidos dessa forma, c a análise de difração de 
raios X revelou uma partícula feita de oito moléculas de histo- 
nas, com o DNA embrulhando -as na forma de uma superespira 
soienoidal com orientação da mão esquerda (Fig, 24-24). 

Uma inspeção mais cuidadosa dlessa estrutura revela por- 
que o DNA eucariótico está s abemolado, embora as células eu- 
carióticaa não possuam enzima* que suhen rolem o DNA. Lem- 
bre- se de que o enrolamento solcnotdol do DNA nos nucleosso- 
mos. è uma forma de superen rola mento adotado pelo DNA 
suben rolado (negativa menu* superespiralado ), Enrolar forte- 
menie o DNA em solta dos núdeó* das hisionas nas partículas 
nudeossâmicas requer a remoção dc cerca de uma volta da héli- 
ce no DNÀ. Quando o núcleo de protefai dc um nudeossomo 
hga-se i rí nrrü a. um DNA circular fechado, rdaxido. a ligação 
introduzirá uma superespira negativa. Esse processo de ligação 
não quebra o DNA ou não altera d número de Ligação, mas a 
formação de uma superespira solcnoidaJ negativa deve ser acom- 
panhada por uma superespira positiva compensatória na região 
não -ligada do DNA (Fig, 24-25)* Como mencionado amerior- 
mente, as topoisomerase* eucarkúkas podem relaxar superes- 
piras positivas- Relaxando a superespira positiva não- ligada deixa 
a superespira negativa fixa (iito por ela estar hgada ao núcleo 
das histonas do nudeossomo) c leva a uma diminuição global 
m> número de ligação* Realmi-nte, as lopoisomerases têm-se pro- 
vado necessárias para a montagem da cromatina, a partir de his- 
tonas e DNA circular fechado in vifro. 

Um outro fator importante que afeia a ligação do DNA às 
histonas no* nudeossomo* é a scqiiéruia do DNA ligado. Os 
núcleos da histona não se ligam ao acaso ao DNA; ao contrário, 
eles tendem a se posicionar em certas localizações. Esse posicio- 
namento não é completa mente entendido, mas parece depender 
da abundância local dos pares de bases A“T no sulco secundá- 
rio da hélice do DNA em que ela está em contato com as histo- 
nas (Fig. 24-26). O intenso enrolamento do DNA em volta do 
núcleo de histona dos nudeossomo* requer a compressão do 
sulco secundário nesses pontos e um agregado de dois ou três 
pare* de base* A— T torna essa compressão mais fácil* 
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Figura 24-24 - DNA en rolado em vo*ta de um núòeo do nucle- 
msomo <*) Representação espaço [bew do nüdeo grataco do nu- 
úeoaorn o r tom dferentes cof« para as vânas batom Vista* do 
aifo >b.i e do tado to da eWmtwra cmrtaJ r 1 ^ de urr nLxJeossonvq com 
1 46 pares de bases do ONA ligados A prat^na «tá Titulada como 
uma superfície de cuntono onzenta e o DNA ligado em azul O 
ONA Ixja-se à superapira sdenoid^ de onentacão da mio esquerda 
que crcunda o complexo da ^niona 1,8 vez. 



(c) 


DN!A 




Uttu *upcr Afira 
negativa (liquidai 


Uí 


(b) 


(ej 


Figura 24-25 - Montagem da cromatlna a': ONA orcular iectiado. relaxado íbi A ligado de um nudeo de historias para lormar um tiutleas- 
somo induz uma supeiespra negativa Na ausência de qualquer quebra de fitas, uma super espua positiva deve também ser lormada em qualquer 
lugar no DNA tAÍÁ =0) (c) O relaxamento dessa superespra positiva peia tçpaisomerase aessa uma superespira negas va ae saldo taut ■ - 1J 
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Figura 24*16 - Posicionamento de um nudeossorno para fazer melhor 
uso dos parei de bases A=T onde o núcleo das historias está em contato 
corn o SUÍÇO setundáno da hélice do DNA. 


Outras proteínas são netjut ridas pira o posicionamento de 
algum nuckoísomos no DNA, Em vártos organismos» Foram 
descobertas proteínas que se ligam a uma sequência especifica e 
facilitam, então» a formação de um núcleo do nudeossomo. O 
posidanamento preciso do nucleossomo pode desempenhar um 
papd na expressão de alguns genes eucariótkn® (Capitulo 28), 

Os núcleos som os são empacotados em 
estruturas sucessiva mente mais ordenadas 

O enrolamento do DNA em volta do núcleo de um nudeosso- 
mo compacta-o cerca de sete veies. A compactação total em um 
cromossomo, entretanto, é maior que I Ü.(HM) vezes — evidência 
ampla para níveis de organização estrutural ainda maiores. Nos 
cromossomos isolados por métodos multo brandos, os nucleos- 
somoi parecem ser organizados formando uma estrutura cha- 
mada dc fibra de 30nm (Fig. 24-27). Esse empacotamento re- 


quer uma molécula de hiato na Hl por nudeossomo. A organi- 
zação nas fibras de 3Gnm não se estende sobre todo o cromosso- 
mo. mas é pontuada por regiões que são ligadas por proteína* 
(não-histònicas) que se ligam a seque rtcias-especificas do DMA. 
A estrutura de 30nm também parece depender da at rntUde ira»- 
cncional da região particular do DNA. Regiões que contém ge- 
nes transcritos estão aparentemente em um estado menos orga- 
nizado» que contém pouca, se alguma, histona Hl. 

As fibras de 30nm, um segundo grau de organização d* cro- 
ma ti ru, fornece um grau de compactação do DNA de aproo* 
madamente 100 soezes. O próximo nfvd de enrolamento não é 
bem entendido, mas parece que certas regiões do DNA ano* 
ciam-se a um andaime nuclear iFig. 24-28). As regiões açoda- 
das ao andaime estão separadas por alças de DNA de. laivo, 
20.000 a 1 00,000 pares dc bases, O DNA em uma alça pode coo- 
ler um conjunto de genes relacionados. Por exemplo, na Dwso- 
pítrlíi, conjuntos completos de genes que codificam historias pa- 
recem estar agrupados em alças que estão unidas a sítios dc li- 
gação ao andaime (Flg. 24*29). O próprio andaime parece conter 
várias proteínas, notavelmente grandes quantidades de histoni 
Hl (Localizadas no interior da fibra) e a topoisomerase 11, A 
presença da topoisomerase 11 enfatiza ainda mais a relação im- 
portante entre o sufoen rolamento do DNA e a montagem da 
croma tina. A tnpoisomeraSe lt é ião importante pata a monta 
gem da cromatma que inibidores dessa enzima podem maiir 
rapidamente as células em divisão. Várias drogas usadas na qui- 
mioterapia contra o câncer tão ínibidoras da topoúomerue D 
que permitem à enzima promover a quebra de fitas, mas nla o 
seu nesselamento. 

Existe evidência para níveis de organização adicionais nos 
cromossomos eucarioticos, cada um aumentando, dramatica- 
mente, o grau de compactação- Um modelo para alcançar essa 
Compactação está ilustrado na Figura 24-30. A estrutura da cro* 
matina de maior organização provavelmente varia dc cromo*- 
somo a cromossomo* de uma região para outra em um mesmo 
cromossomo, e de momento a outro na vida de uma célula, Ne- 
nhum mndelo único pode descrever adequadamente essas es- 
truturas. Entretanto, o princípio é direto: a compactação do 
DNA, nos cromossomos cucar ióticos, parece envolver «piras 
em cima de espira* em cima de espiras... 



Figura 2ê-27 - A fibra da 30n«n, um nfy*í d* organização superior dos miclMssomr» fal (usi ração «guemaoca da estrutura provável da fibra, 
mostrando nucteossomps empacotados. lfe> EíeiK»ti(CiW|inafia desta estrutura 
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Figura 24.28 - Un cnmaaMftO humano ptK*SfT*n\e desembaraça- 
e to. re^L^do numero»* tít DWA d uma estrutura da tipo 

andsrme 



Figura 24-29 - Akas ào DMA tromoviúrnfoo Ligadas a um andaime 
nuclear O DMA nas alças esta en^coi^do tomo libras de 30nm. de 
toma que as dl^s tepreseniam o prúwmc nível de ofqaniíaçáo As Alça* 
freaüente mente cOPlém grupos de Qerves tom I unções teladonad» 
Conjuntos completos de genes, cod luando genes do hislona, como 
TTostraoos riesta iiusTteçSo esquemática, parecem estar agrupados em 
alças desse tipo. Ao conlrArio da materna dos genes, todos os genes das 
historias oconsm em cópias múltípto no genoma de muitos eucariotos 


O DNA bacteriano também é alta mente organizado 

Voltamos agora, brevemente, para a estrutura tios cromosso- 
mos bactéria nos. Ü UNA b ac leria no é compactado em uma 
estrutura chamada de nuclcóide, que ocupa uma grande fra- 
ção do volume da célula baeteriana (t ; ig. 24-31). O DNA das 
células bacieri atina parece estar ligado a um ou mais pontos da 
superfície da membrana pias mítica. Muito menos é conheci- 
do sobre a estrutura do nucleéidc do que da croma ti na eu ca ri - 
ótica. Na E' caiu parece existir uma estrutura do tipo andaime 
que organiza o cromossomo circular em uma série de domínios 
de alças, como foi descrito anterior mente para a cro matina. A 
organi/açào local T fornecida pelos nucleossomos nos eucario- 



Flgura 24-30 - Modelo para níveis dc organização que podenam forne- 
cer compactação em um cromossomo eu cari ótico Os níveis tomam a 
forma de espira em cima de espiras. Nas células, estruturas efe maior 
ordem (acima cias fibras de 3Qnm) não parecem ser t5o uniformes quan- 
to as descritas aqui. 
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2*31 - C*M« dj f, coti mostrando mirteõfow O ONA «W 

cotado com. um corante que fi uotscp quando exposlo A bí utraw oleia 
A árca :um nosa dplne o nucleòrie Observe que a^umas cékJat replica- 
ranioseu DNA, mas anda nào sofreram divisão ceJular e. portanto, pç*- 
suem nucfeó*d« muHiptos 


toa. parece não estar duplicada por nenhuma estrutura com- 
parável na DNA bactéria no. Proteínas du tipo histonas são 
abundantes na £. foh — o exemplo mais bem caracterizada é 
uma proteína com duas subun idades chamadas de HU [M r 
19.000) — T mas essas proteínas se ligam e dissociam em mi- 
nutos. e não foi encontrada nenhuma estrutura regular, está- 
vel. O cromossomo bactéria no i uma estrutura Telativameote 
dinâmica, possivdmente T refletindo um requerí mento de acesso 
mais fádi ã informação genética que contêm, O eido da divi- 
são celular pode ser tão curto quanto l ? minutos, enquanto 
uma célula eucariótica típica pode não se dividir por horas ou 
ate mesmo meses. Além disso, uma fração muito maior do D HA 
procariótico é usada para codificar RN A e/ou produtos pro- 
lé icos. As altas taxas do metabolismo cdillar na bactéria signi- 
ficam que uma proporção muito maior do DNA está sendo 
transcrita ou replicada cm certo tempo do que na maioria d» 
células eucariólicas. 

Com esta visão geral da complexidade da estrutura do DNA, 
estamos agora prontos para voltar a uma discussão sobre o me- 
tabolismo do DNA, 


Resumo 


Genes são segmentas de um cromossomo que con- 
têm informação para umu molécula funcional de 
um polipeptíden ou RNA, Além dos genes, cjh cro- 
mossomos contêm uma variedade de sequências 
reguladoras envolvidas na rcplkação. na transcri- 
ção e em outros processos. Os irontosSoiitos euca- 
riõtkos possuem dua> sequências de DNA repetiti- 
vas especiais com funções importantes: cenirõme- 
ros, que são pontos de ligação para o fuso miióttco, 
C tdõmen», que ocorrem nas et irem i dad es dos cro- 
mossomos. Muitos genes, nas céiuks cDcanútk», 
e, ocasionalmente, nas bacTériaS, são inTenompidos 
por sequências não- codificadoras chamadas de in- 
troro. Os segmento* codificadores separados pelos 
íntrons são chamados de Cxnm. 

As moléculas de DNA nos cromomnios são as 
maiores moléculas nas células, Muitos DNAs peque- 
nos também ocorrem nas cétubs. tu forma de DNAs 
virais, piavmidíu* c |nt» rucarioto») PNÀs milo- 
cond riais e clomplastiais. Muitos DKAs, especial 
mente aqueles das bactérias, milotõndrias e doru- 
plastos. sio circulares. Oi DNAs virais e cromossõ- 
micos Têm uma característica em comum: eles são, 
em geral, muito mais longos do que as partículas 
virais ou células onde estão empacotados. O tama- 
nho total do DNA de uma célula eucaríõtica é mui- 
to maior que aquele da célula hacteríana. 

A maior parte dos DNAs celulares é superespira- 
tada. O superespi rala mento é uma manifestação da 
tensáu estrutural conferi da pelo subcn rolamento da 
molécula do DNA. Ü sub enrolamento diminui o 
número total das voltai da hélice do DNA relativo à 
forma 5 ou à relaxada, Para manter um estado de 
subenrolamento, o DNA deve ser um dreulo fecha- 
do ou estar ligado a proteínas, Superespiras, resul- 


tantes do subcri rolamento, são definidas como su- 
perespiras negativas. O suben rolamento ê quantifi- 
cado por um parâmetro lupolúgico chamado de nú- 
mero de ligação. Lk. O número de ligação de um 
DNA circular fechado, relaxado, é usado como uma 
referência ( DU) c < Igual ao numero de pares de bases 
dividido pelo número dc pares de bases por volta 
(aproximadamente 1 0,5 i, O suben rolamento é me- 
dido em termos da diferença de ligação especifica 
ou O', também chamado de densidade super-heb- 
cokUI. que é igual a ( li - Lt,S/ii+. Para os DNAs 
celulares o tf Tipicamente fica enire -0,05 e -0,07, o 
que significa q uc aproximadamente 5 a 7% das wá- 
tas da s hélices no DNA foram removidas, O suben- 
rolamen lo do DNA fãdliti a separação das fitas pui 
as enzimas envolvidas no metabolismo do DNA At 
superespiras pleclonêmkas no DNA supercsptra- 
lado negai ivarocn te, têm o sentido da mão direita f 
a estrutura geral e cMfeiu < estendida. O supcrcspi’ 
ra lamento sokrrvoidâl» fornece um grau de compac- 
tação mwio maior e predomina na célula. 

DNAs que diferem apenas no seu número de 
ligação são chamados de topoisómeros. As en ri- 
mas que suben rolam c/ou relaxam o DNA são cha- 
madas de top o] som crases c agem cai alisando alte- 
rações no número de ligação. As duas classes de to- 
poisomçrases, tipos I e II, alteram o Deem aumentos 
de 1 ou 2, respecti vam ente, por evento catalítico. 
F.m uma célula bi.icteri.imi, t> grau de superespixaia- 
mento do DNA é regulado pelas atividades das to- 
poisomeraMi que aumentam e diminuem o nú- 
mero de ligação. 

A unidade fundamental de organização na ao- 
matina das células eucaríõticasé o nudeossomo, que 
consiste de historias c em um segmento de DNA de 
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200 pares de ba&ts. O núcleo d.i parllculã protéíca, 
cunlendo oito histona* [duns cópias de cada uma 
das histonas H2A. H2B. H3 c H4). é enrolado por 
um segmento de DNA j cerca dc 146 pares de ba- 
ses), que iomã a forma de uma supercspira snlenoi- 
dal com orientação da mão esquerda. Os nudcos- 
w>mm são organizados cm fibras dc 30fim, c as pró- 
prias fibras estão eitensivamcnic enroladas para 
fornecer uma compactação de 10.000 vezes, reque- 
rida para acomodar um cnvmm$on>o cucar lotico 


típiçn dentro do nuclèO celular, O enrolamento de 
ordem superior envolve a ligaçio a um andaime nu- 
clear que contém grandet quantidades de hUtona 
H3 e topoisomerase IL ÍH çmmnssamoE bacleria- 
nos também são extemavamente compactados em 
uma estrulura chamada dc nuclcnide, mas o cro 
mossomo parece ser inuilu mais dinâmico e irregu- 
lar na estrutura do que a cromatina cuianolica. re- 
fletindo o menor cklo celular e o metabolismo 
muito alivio de uma célula hartrruna. 
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1 . Empacotamento do DNA cm um vírus, O DNA do bac- 
teridfagn T2 possui peso mukeutar de 1 20 x IO' 1 era uma 
cabeça de cerca de 210nm de comprimento, Catoule o 
comprimento du DNA (assuma que u peso molecular de 
um par de nudeotídeos é 650) c compare-o cora o tama- 
nhu da cabeça do T2. 

2, O DNA do fogo Ml 3, O DNA do bactcridfago M13 
possui a seguinte composição de bases: A, 23%; T, 36%; 
G, 21%; C, 20%. O que isso nos conta sobre o DNA do 
fogo Ml 3? 

3.0 genoEnado Mycoplmma. O gennma completo da bac- 
téria mais simples conhecida, o Myeppltuma genitatium, 
é uma molécula de DNA circular com 580.070 pares de 
bases. Calcule o peso molecular e a extensão de contor- 
no dessa molécula (quando relaxada]. Qual é o I-k\ para 
o cromossomo do MycopSmmül Se er = -4J,06, qual é o Dc? 

4. Tamanho das genes eucarlúticas. Uma enzima isolada 
do fígado de rato possui uma cadeia polipepiidicã de 192 
residuos de aminoácidos, que é codificada por um gene 
contendo 1 .440 pares de bases. Explique a relação entre o 
número de resíduos de aminoácidos nessa enzima e o 
número de pares de nucleolídeos no seu genc. 

5. Número de ligação, Uma molécula de DNA circular 
fechada* na sua forota relaxada* possui um JlJb de 500- 
Quantns pares de bases, aproximadamente, estão nesse 
DNA? Como o mimem de Ligaçao é alterado {aumenta, 
decresce, nào se altera, torna-se indefinido) quando (a) 
um complexo proteico é ligado para formar um nuclcos- 
somo, (b) uma fita de DNA é quebrada, {c) DNA girascc 
ATP são adicionados à solução de DNA, ou (d) a dupla 
hélice é desnaturada pelo calor? 

6. A densidade super- helicoidal. O bacteridfago A infecta 
a E. cali lo tegrando-se ao seu DNA no cromossomo bac- 
teriano. O sucesso dessa recombítiação depende da topo- 
logia do DNA na E. cojj, Quando a densidade super-heli- 
coidal (cr) do DNA da & coii for maior do que -0,U45, a 
probabilidade de integração é < 20%; quando a í menor 
do que -0,06* a probabilidade é > 70%. 

O DNA isolado de uma cultura dc E. ctiit apresenta um 
Comprimento de 13,800 pares dc bases c um Lk dc 1,222. 
Calcule O para esse DNA c prediga a probabilidade que o 
bacteriôtágo A será capaz dc infectar essa cultura. 


7. Estrutura do DNÀ, Explique como o subenredamento 
dc uma hélice do DNA-B pode facilitar ou estabilizar a 
formação do DNA-Z. 

6. Cromatina, Uma evidência Inicial que ajudou a definir 
a estrutura do nucleossomo é ilustrada pelo gel de aga- 
rose mcLStrado a seguir, em que as bandas espessas repre- 
sentam DNA, Ele foi gerado* tratando a crumatina rapida- 
mente com wna enzima que degrada o DNA, removtndk 
então, toda proteína e submetendo u DNA purificado á 
eletroforese. Gs números ao lado do ge! denotam a posi- 
ção em que um DNA linear do tamanho indicado (cm 
pares de bases) migraria. Ü que esse gel indica sohrt a 
estrutura da cromatina? Por que as bandas de DNA são 
espessas e espalhadas em vez de Finas? 



9. Cromossomos artificiais de levedura (YÀCs). YACs são 
usados para clonar grandes pedaços de DNA nas células 
de levedura. Quais são os trés tipos de sequências de DNA 
requeridos para garantir a replieação e a propagação ade- 
quadas de um YAC cm uma célula dc Levedura? 
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CAPITULO 25 


Metabolismo do DNA 


O DNA ocupa uma posição única e central entre as macro molé- 
culas biológicas como repositório da informação genética. As 
wqüÉncias nudeottdícas do DNA codificam as estruturas pri- 
márias de todos os RN As e proteínas celulares e, por meio das 
enzimas, podem afetar indiretamente a síntese de todos os cons- 
tituintes celulares. Essa passagem da informação do DNA para o 
RNA e as proteínas direciona o tamanho, a forma e a função de 
todos os seres vivos. 

O DNA é um dispositivo magnifico para o armazenamento 
estável da informação genética. O leimn "armazenamento está- 
vd" entretanto, transmite uma vbào estática e incompleta. Ele 
não capta a complexidade dos processos pelos quais a informa- 
ção t preservada em um estado inalterável r. então, transmitida 
de uma geração de células pana a seguinte, Ü metabolismo do DNA 
compreende tinto o processo pelo qual cópias fidedignas das mo- 
léculas do DNA são sintetizadas { replicaçâo), como os processos 
que afeiam a própria estrutura da informação ( reparo e recombi- 
naçâoi, lüMãs. essas atividades são o ÍOCo deste capitulo. 

O metabolismo do DNA é caracterizado pela exigência de 
um grau refinado de precisão. A química de se unir um núcleo - 
tideo ao seguinte na replicação do DNA é elegante e quase enga- 
nosamente simples. Mas, como veremos, a complexidade origi- 
na- se da forma dos dispositivos enzim áticos para garantir que a 
informação seja transmitida intacta. Erros não corrigidos que 
se originam da síntese do DNA podem ter conseqüèocias dano- 
sas» não apenas porque podem afetar ou eliminar permanen te- 
mente a função de um gene. mas também pelo fato de a altera- 
ção ser hendâvel. 

As enzimas que sintetizam o DNA devem copiar moléculas 
que comem milhões de bases, Elas o fazem com grande fidelida- 
de e velocidade» mesmo que o substralu DNA seja altameitle 
compactado e ligado a outras proteínas. A formação das liga- 
ções fojfodi esteres para unir nucleotídeo* ao esqueleto de uma 
fita crescente de DNA é, portanto, apenas uma pane de um pro- 
cesso elaborado que requer miríades de proteínas e enzimas. 

A manutenção da integridade da informação genética colo- 
ca-se no imago de nossa discussão sobre o reparo do DNA. Como 
foi detalhado no Capitulo 10» o DNA é suscetível a muitos tipos 
de reações lesivas. Embora essas reações ocorram raramente. elas 
são, entretanto, s ign [fica. t ivas por causa da tolerância biológica 
muita baixa às alterações na seqüêttcia de DNA» O DNA é a úni- 
ca macromolécula para a qual existem sistemas de reparo; o nú- 
mero, a diversidade c a complexidade dos mecanismos de repa- 
ro do DNA relletem a grande variedade de ataques aos quais a 
molécula de DNA está sujeita. 

As células frequentemente reairanjam sua informação ge- 
nética por m do de processos cotetivuneote chamados de recom- 
bi nação — , parecendo questionar que os princípios de estabili- 
dade r de integridade da informação genética sejam supremos. 
Entretanto, a maioria dos rearranK>sdo DNA, de fatOtdesempe- 
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nha p.ipêis construtivos na manutenção da integridade genúmí- 
ca. contribuindo de forma especial para a níplicaçâo e o reparo 
do ONA e para a segregação dos cromossomos. 

Neste capítulo» ênfase especial é dada ài enzimas do meta - 
buiúmo do UNA, Elas merecem estudo cuidadoso» tanto peEa 
sua imporiàncu crescente na medicina quanto pelo seu uso 
diário como reagentes em um gramle número de tecnologia» 
bioquímicas modernas. Muitas das descobertas originais do 
metabolismo do DMA foram feitas na E. caE de forma que as 
suas enzimas bem conhecidas são gcrditiente usadas para ilus- 
trar as regras básicas. Lima olhada rápida nos genes relevantes 
do mapa genético da EL co/x (Fig» 25-1 ) fornece uma dica do 
que está por vir. 

Uma Palavra sobre a Terminologia 

Antes de entrarmos na replica ção, devemos fazer uma pequena 
digr«*flo sobre o uso dc abreviaturas ao nomear genes e proteí- 
nas. Por convenção, os genes das bactérias geralmente são no- 


meados por três letras minúsculas itálicas que refletem sua fun- 
ção aparente. Por exemplo, os gene* dna, uvrzrt e afetam 4 rcpli- 
cação do DSA, a resistência aos efeitos lesivos da radiação E/V c 
a rtVombLnaçio, respectiva me n te. Quando vários genes afeiam 
o mesmo processo, as leiras A. B» CL* e assim por diante, sio adi- 
cionadas — usual mente refletindo sua urdem de descoberta 
em ver da sua ordem cm uma sequência de reações. 

Durante as investigações gcnétkas, o produto gémeo dc cada 
gene e usualmente isolado e caracterizada Muitos genes bacté- 
ria no* foram identificados c nomeados ames que as funções do 
seu produto gêmeo fossem entendidas em detalhe. Algumas ve- 
zes, o produto génico é idcJUlficado como uma pioteina §>rçvu- 
mente isolada e» então, ele é renomeado, Descobriu -se» por exem- 
plo, que o gene dndE codificava a subun idade polimer izute da 
DMA polimerase III; conseqüenl emente, o gene t/miE foi reno- 
meado como püiC para refletir essa função mais clara mente. Em 
muitos casos» o produto protéico revela-se como novo, com uma 
atividade não facilmente descrita por um nome cnzimáticu. 
Numa prática que pode causar confusão, essas proteínas írcqüen- 
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Figura 25-1 - Mapa do cromossomo da f. caii. 0 mapa mostra as porções relativas dos genes que Codificam murtas das proteínas -importan- 
tes no metabolismo do ONA. O número de genes conhecidos envolvidos fornece uma indicação da complexidade desses processos. Os números 
de O a TOO dentro do cromossomo oreuiar denotam uma medida sjenfrtiea chamada de minutos. Cada minuto corresponde a cerca de 40 000 
pares de bases ao lango da molécula do DMA da £ c uli. As abreviaturas, que consistem em três letras minúsculas, geralmente refletem algum 
aspecto da função do gerw Elas incluem mut. mutagêne-se- dda, rep&caçâo do DMA. poi. DHA poAmerase. rpo. ANA potimerase’. uvr. nesístênoa 
a UV. rec, recomomeçâo. Ter, fermnaçáo da repteoção. o*ni r ongçm da repkaçáo. Oam. metjáção da âdenina do DNA» e Hg. DMA ^gase 
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temente retêm t> nome dos seus genes», Quando nos referimos a 
proldna, não devemos usa ro tipo itálico c a primeira leira deve 
ser maiuscula: os produtos dos genes iJimA e rtrA são chamados 
de protemo* DnaA e RetA, respectivamente. Encontraremos mui' 
tos de tais exemplos neste capitulo. 

Convenções semelhantes existem para nomear os genes euca- 
riólicos, etnbora a forma exata das abreviações possa vanar e ne- 
nhuma convenção se aplica em lodos os sistemas eucariòticat, 

Rep li cação do DNA 

Muito antes de a estrutura do DNA tomar-se conhecida, cien- 
tistas admiravam a habilidade dos organismos em criar cópias 
fidedigna* de si próprios e a habilidade das células em produzir 
muitas cópias idênticas de macro molécula? complexas e gran- 
des. A especulação sobre esses problemas centrava sobre o con- 
ceito de um molde, uma estrutura que permitiria o alinhamen- 
to de moléculas em uma ordem específica e unidas para criar 
uma macro molécula com uma única sequência e função. Os anos 
194(1 trouxeram a revelação de que o DNA era a molécula gené- 
tica, ma$t até que James Watson e Franris Crick deduzissem a 
sua estrutura, nào estava claro como o DNA poderia atuar como 
um molde para a repJiçaçàu e a transmissão da informação ge- 
nética: uma fila è a complemento tkt outra. As regras de parea 
mento de bases estritas significam que cada fita fomecr o molde 
para a fita irmã com uma sequência compí ementar e previsível 
ívejafigs, 10-16 e 10-17)* 

As propriedades fundamentais do processo da replica ção do 
DNA e os mecanismos usadn* pelas enzimas que o catalisam 
foram provados ser essenc lolment e idênticos em todos os orga- 
nismos, Essa unidade mecanicista é um tema principal a medi 
da que prosseguirmos das propriedades gerais do processo de 
replicaçáo, para as enzimas de replicaçáo da E coli e, finalmentí, 
para a repl icaçòn nos eucanotos. 

A wplkação do DNA é governada por 
um conjunto de regras fundamentais 
A repl i cação do DNA A sem iconservat Iva. Cada fita do DMA 
funciona como um molde para a síntese de uma nova fita, produ- 
zindo duas novas moléculas de DNA. cada uma com uma fita nova 
e uma fita velha. Isso é chamado de replica çio semiconservaliva. 

A hipótese da replicaçáo semiconservauva foi proposta por 
Watson e Crick, logo após a publicação de seu trabalho, em 1953, 
sobre a estrutura do DNA* e ela foi demonstrada por experi- 
mentos engenhosamente plane tados por Matthew Mesebon e 
Fiaiddin StahL em 1957. Meseison e Stahl, em experimentos, cres- 
ceram células de E coU por muitas gerações, em um meio onde a 
única fume de nitrogênio <NH*Q) continha LS N,a isótopo “pe- 
sado" do nitrogênio, em vez do normal, o isótopo “leve" mais 
abundante, l+ N. O DNA isolado dessas eduias possuía uma den- 
sidade cerca ik- 1% maior que a do f :i N|DNA normal í Etg. 25- 
2a J. Embora isso seja apenas uma pequena diferença, urna mis- 
tura de [ ,5 N|DNA pesado com [ l, N|DNA teve poete ser separa- 
da pela centrifugação de equilíbrio em um gradiente de densidade 
de cloreto de césio. 

As células da E, coh crescidas num meio SÍ N foram transfe- 
ridas paru Litti meio fresco, contendo apenas o isótopo l4 N, onde 
elas cresciam até que a população dc células tivesse dobrado. G 
DNA isolado dessas células de primeira geração formou uma 
única banda no gradiente de domo de césio, em uma posição 
indicadora de que os DNAs de dupla hélice das células filhas 
eram híbridos, contendo uma fita U N nova e uma fita ; *N pa- 
rental ( Eig. 25-2b|. 
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Figur» ZS-2 - O experimenta de Mesetson-Stahl m' Céfiiav foram 
emedas por muitas- gerações em u m meo tjue continha apenas mtfogN 
npfi pesado l4 K de ler ma que todos os nitrogénios no WW eram *'V 
como mostrado por uma banda ímea íamtfr quando cent^ugaria rom 
gradiente de CsO (b) Uma <** que as tètuias tossem transferem par# 
im me« contendo apenas rnrogéno Jew. ’*R o DNA relutar fioúdo 
depws de ura geração se equiii1> a numa porção mas alta no gradiente 
de denvdade (banda purpurai íc; A continuação da replicação por utna 
segunda geração produz do* DNAs hfcndos e do* DNAs teues (serme- 
lho: confirmando a replKdçóo çerrKonsprvar va 


Esse resultado argumenta contra a replicaçàu consetvativa, 
uma hipótese alternativa, em que uma progénie da molécula dc 
DNA consistiria dc duas fitas de DNA recém- sintetizadas c a 
ouira contem as duas fitas parentais; isso nunca produziria mo- 
léculas de DNA híbridas no experimento de Meselson-Slahl. A 
hipótese da replicação semioinscrvativa foi também apoiada na 
dipa seguinte do experimento (Fig. 25-2cJ. Permiiiu-vc que as 
cdulo* dobrassem em número, novamente no meio O pro- 
duto DNA isolado desse segundo cicki de replicação exibia iIíaií 
bandas no gradiente de densidade, uma tendo uma densidade tgual 
aquela do DNA leve t a outra tendo a densidade do DNA híbrido, 
observado depois da primeira duplicação da célula 

A replicação começa em uma origem e usualmente 
prossegue bidirecionalmente. Depois da confirmação do 
mecanismo semicon»rrvjtivo da replicação, surge uma grande 
quantidade de questõev São as fitas de DNA pare mais comple- 
ta mente desenrolados antes que cada uma se replique? A repli- 
cação começa em locais aleatórios ou em um único ponto? De- 
pois da iniciação, em qualquer ponta do DNA. a replicação pros- 
segue em uma direção ou em ambas? 

À indicação inicia] tle que a replicação era um processo alta- 
mente coordenado, em que as fitas parentais eram desenroladas 
e replicadas simultaneamente, foi fornecida por John Caírm, 
usando a técnica de auto- radiografia. Ele sintetizou DNA radio- 
ativo de E. coli, crescendo células em um meia que continha ti- 
mi di na marcada com tricio t 'Hh Quando o DNA era cuidado- 
samente isolado, espalhado c- coberto tom uma emulsão foto- 
gráfica por varias semanas, os resíduos radioativo* da timidina 
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geravam rt rastros" de grãos de prata na emulsão» produzindo uma 
[magem da molécula do DNA. Esses rastros revelaram que o cro- 
mossomo intacto da £ erolí é um único círculo gigante, de 1*7 mm 
de comprimento. G DNA radioativo isolado dessas células, du- 
rante a replicarão» mostrou uma alça radioativa extra (Fig, 25' 
3a). Cttrns concluiu que a alça no DNA resultava da formação 
de duas fitas filhas radioativas, cada uma complementar 4 fita 
parental. Uma ou ambas as extremidades da aJça são pontos di- 
nâmicos. chamados de forquilhas de replitacão- onde o DNA 
parental está sendo desen rolado, e as filas separadas, rapidamente 
replicadas. Os resultados obtidos por Cai ms demonstraram que 
ambas as filas do DNA são replicadas simultaneamente, e uma 
variação desse experimento [F%. 25-34») indicou que a replica- 
çio dos cromossomos bactenanos é bidirecional: ambas as ex- 
tremidades dá alça possuem forquilhas de replicação atoas. 

Para determinar se as alças se originam em um únko ponto 
do DNA, é necessário o uso de marcadores ao longo da molécu- 
la do DNA, Eles eram fornecidos por uma lécntca dtamada de 
mapa de desnaturação* desenvolvida por Ros? Enman c colabo- 
radores* Usando o cromossoma da bactef lófôgo X de 4H.502 pa- 
res de bases» Ínimu demonstrou que o DNA poderia ser séMi- 
vamenle desnaturado em sequências u&ualmeme ricas em pares 
de bases A=T, gerando um padrão reproduzível de bolhas de 
fitas simples (veja Fíg, 10-31). DNAs isolados, contendo alças de 
replicELçáD* podem ser parcialmente desnaturados da mesma 
maneira. Isso permite que a posição e o progresso das forqui- 


lhas de replicação possam ser medidos e mapeados, usando as 
regiões desnaturadas como pontos de referência* A técnica reve- 
lou que as alças de replicação se iniciam sempre em um único 
ponto, chamado dc origem, Ela também confirma uma observa- 
ção anterior de que a replicação é uxud mente bidirecional. Para 
as moléculas de DNA circularei as duas forquilhas de replkaçki 
encontram-se em um ponto do circulo» oposto ao da origem. 

A síntese cio DNA prossegue ni direção 5 -*3 e ése 
midesContínua Uma nova fiu dc DNA é sempre sintetizada 
na direção 5 f -*3\ com a extremidade V livre sendo o local onde 
o DNA é alongado (as extremidades 5* e 3" de uma fita de DNA 
sio definidas como mostrado tlá Fig» 10-7}. Pelo fato de as duas 
fitas do DNA serem an ti paralelas, a fita que atua como molde 
está sendo Lida da sua extremidade 3' para a 5’* 

Se a síntese prossegue sempre na direção 5'-+3\ como po- 
dem as duas fitas ser sintetizadas simultaneamente! Se ambas 
fossem sintetizadas rtmfmutimmír à medida que a forquilha se 
move, teríamos dc ter síntese lia direção X— #5\ Esse problema 
foi resolvido por Reííi Okazaki c colaboradores» nos anos 1%Q„ 
Okazakí descobriu que uma das novas fitas de DNA c sintetiza- 
da em pedaços pequenos, alualmcnlc chamados dc fragmentos 
de Okazaki. No final desse trabalho, chegou-se i conclusão de 
que uma fita é sintetizada conlinuamenle e a outra deseontinu- 
amente (Fig. 25-4), A fita líder ou continua é aquela em que a 
síntese prossegue na direção 5'-*3\ na m&ma direção do movi- 



Figura 25-3 - Visualização da replicação bidirecional do DNA Â 

repkaçâo de um cromossomo circular produz uma estrutura que se as- 
semelha à letra grega teta £0), (a) A marcação com trfclo ( j H) mostra que 
ambas as fitas são replicadas ao mesmo tempo (as fitas novas são mos- 
tradas em Vermelho.) As eletromicrografias ilustram a replicação de um 
plasmídio circular da f. coã visualizado pela auto-radiografia (b) A adi- 
ção de J H, por um curto período de tempo, antes que a reação pare, 
permite que a distinção se^a feita entre a replicação unidirecionai e a 
bdtackral, determinando se a marcação (em vermelho) e encontrada 
em uma ou em ambas as forquilhas de replicação nos suto-radiogramas 
Essa tícnica revelou a replicação bidirecional em f co fi r B subUits e ou- 
tras bactín». 
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Figura 25-4 - Definição da» fitas cie DNA na 
forquilha de replkaçfto Uma nova fita de DMA 
(em veimelho)- é sempre pintei izada na direção 
5'-*3 H Ò molde è Mo na dinfçáo oposta: J'-#S\ 
A hta Uder e sinlclizada cominuamente na dre- 
çâo do movenemo da lorqulta de replxaçâo A 
outra* a fita atrasada. é smetizada descontnua- 
mente em pedaços pequenos (fragmentos de 
3' Okazâkd. em uma dreção oposta aquela da m> 
vmemaçãD da lerquihè de replicação Os frag- 
mentos de OLaiaiu são, então, umdos peia DMA 
Vga&e Em bactenas, os fragmentos de Oòazati 
possuem comprimento de aponniadamsite 
1 000 a 2 ÔQQ nuc^oüdeos Nas céut® eucarró- 
ticas, ete possuem de I SO a 200 nudtotldeos de 
campnmemo 


mento da forquilha de repticaçào. A fita descontinua ou atrasa- 
da é aquela em que a síntese 5 — prossegue m direção nptdm 
á direção dn movimento da forquilha. Os fragmentos de Oka- 
2 aki variam de comprimento, desde algumas centenas até alguns 
milharei de nudeotideos, dependendo do tipo celular Gomo ve- 
remos adiante, a síntese das fitas líder e atrasada é inleroamentc 
coordenada. 

O DMA é degradado pelas nudeases 

tora explicar a enzímologia da neplicação do DNA, primeiro in- 
troduziremos as enzimas que o degradam em vez daquelas que o 
sintetizam, Essas enzimas sao chamadas de nuderaes, ou Dnascs, 
se forem específicas para o DNA. Toda célula contém virias nu- 
deases diferentes, que pertencem a duas grandes clames: exonu- 
deasese endonudeascs. As exonudeasea degradam o écido nu 
déico a pari ir de uma extremidade da molécula, Muitas operam 
apenas na direção 5*-*3' ou na direçau 3 H -*5\ remoendo nu- 
deotidros apenas da exi rem idade 5' ou 3', de uma fila de ácido 
nudéico de dupla hélice, respectivamente. As endonuetease* po- 
dem começar a degradar cm qualquer local em uma fita ou uma 
molécula de ácido nudéico, reduzindo-a a fragmentos cada vez 
menorea. Algumas ttonudíM» e endonudeases degradam ape- 
nas fitas únicas de DNA. Há algumas dasses importantes de en- 
donudeases que cbvam apenas em sequências nuckotidkas espe 
cificas (por exrmpio, as endonudeases de restrição que são tio 
importantes na biotecnologia; veja Capitulo 29 K \brf cricam ra- 
ra muitos tipos de nudeases neste e nos capítulos subsequentes. 

O ONA é sintetizado pelo DNA polímeras® 

A procura de uma enzima que pudesse sintetizar DNA foi inicia- 
da em 1955. 0 trabalho de Arthur Komberg e colaboradores le 
vou à purificação e a caracterização da DNA polimerase das cé- 
lulas de E. toiu uma enzima de cadeia polipeptidica única, atual- 
mente chamada de DNA poli mc rase I (M r 1 03.000}. Muito 
tempo depois, descobriu -se que a Ei çoíi contém, pelo menos, 
quatro ou iras DNA polime rases que serão descritas a seguir. 

Estudos minuciosos da DNA polimerase I revelaram carac- 
terísticas do processo de síntese do DNA, que se provaram co- 
muns a todas ti DNA polimerases, A reação fundamental é um 
ataque nudcofílico pelo grupo hidroxila V do mídeotídeo da 
extremidade 3' da fita em crescimento no fósforo a do desoxí- 
nuclcosídço 5 f -irifosfato IFig. 25-5). O pirofosfàto inorgânico é 
liberado na reação. A equação da reaçio geral é: 

(dNMPI, + dNTP — > , *- PP< í 15- 1 ) 

DNA DNA alongado 



Arthur KfHnberg 


onde dNMPe dNTP são os iksoxinudeo&ideos 3'-monofosfiito 
e 5'-trifosíito> respectiva rneme. A reação apresenta um balanço 
termodinâmico aparente, em que uma ligação fo&fodiéstcr e for- 
mada e outra é destruída. Entretanto, interações nao-eovale-nte-s 
de empdhamento e de pa rea mc nt o de bases ajudam a estabilizar 
o produto DNA alongado, reiatnamente ao nudeotídeo íhrre. A 
formação dos produtos também é direcionada na célula pda hi- 
drólise subsequente do pirufusfauí pda enzima p] rufos fatase. 

O trabalho inicial com a DNA poiimerase I levou à defini- 
ção de dois requerinuTiiui centrais para a polimerízaçáo do DNA. 
Primeiro, todas as DNA polimcrases requerem um molde. A rea- 
ção de polimerízaçáo é guiada por uma fila molde de DNA de 
acordo com as regras de pareamento de bases preditas por Wal- 
son e Cricfc: onde uma guantna estiver presente no molde, uma 
citosina é adicto nada á fita nova, e assim por diante. Essa foi uma 
descoberta partieularmente importante, não apenas porque for- 
neceu uma base química para a replícaçáo semiconservatíva do 
DNA. mas porque representou o primeiro exemplo do uso de 
um molde orientando uma reação biossmtetízante. 

Segundo, um iniciador é requer ido, Um iniciador é um seg- 
mento da fita nova (complementar ao molde) com um grupo 
hidroxila 3 r livre ao qual os nudeotfdeoj podem ser adiciona- 
dos. A extremidade 3' iívre é chamada de terminal do iniciador. 
Em outras palavras, parte da nova fila já deve estar no lugar; todas 
as DNA poiímerases podem adicionar nudeotideos apenas a uma 
fita preexistente. Os iniciadores sio frequentemente oligonudeo- 
lídros de RN A, em vez de DNÀ t e enzimas especializadas sinteti- 
zam os iniciadores quando e onde eles forem requeridos. 
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Figura 25-S - Alongamento de uma cadeia de DNA. Uma fita únjcd, despareada é requerida para agtr como molde e uma fda 
iniciadora ê necessária oara fornecer uma extremidade 3 r rivre, á qual novas unidades nudeotfdicas serio adicionadas. Cada nucleo- 
tid+Hj que chega é selecionado, em parte, peto pareamento das bases ao nu cl eotideo apropriado na fita molde. 0 produto da neaçSO 
possui uma nova extremidade 3 '-OH livre, □ que permite a adiçlo de um outra nudeotideo, 


L>çpois que um nudeonJea for adicionada a uma fita cres- 
ce nte de DNA» a DNA polimerase ou se dissocia ou se move ao 
longo do molde para adicionar um outro nudeotideo. A disso- 
ciação e J reassociação da polímera se podem limitar a velocida- 
de da palimerizaçAo — o processo é gmlmente mais rápid o se a 
polimeraie adicionar nucleolideos sem se dissociar do molde. 
O mimcro médio de nudeotideos ad íc ionadux, antes que a poli- 
metase se dissocie defimde a processtvidade, As DNA poli meta 
ses variam muito em pnocessiiviilade.com algu nus adie ionando 
apenas alguns nudeotideos e outras adicionando muitos mi- 
lhares ames que a dissociação ocorra. 

A réplkaçào é muito preciso 

A replicado ocorre com um grau de fidelidade muito alto. Na £ 
rofr, um erro ú feito apenas uma vez a cada lü 4 ou IO 11 ' nudeotf- 
deoa adicionados. Para o cromossomo da E. coli, de cerca de 4,6 
x \if parca de bases, isso significa que um erro será feito apenas 
uma vez a cada LOGO ou 10.000 replicações. Durante a poli me 
rização, a discriminação entre nucLeotídeos corretos e incorre- 
tos depende não apenas das pontes ile hidrogénio que especifi- 
cam o parea mento correto entre a* bases complementares, mas 
Lainbém da geometria comum dos pa rea mentos de bases padrão 
A— T c G— C (fig, 25-6). A DNA poUmerase I possui um sitio 
ativo que acomoda apenas pares de bases com essa geometria. 
Um nudeotideo incorreto pode ser capaz de fazer urna ponte de 
hidrogénio com uma base do molde» mas da geraktientr não se 
encaixará no sítio ativo. Bases incorretas serão rejeitadas antes 
que a ligação íosíodiéster seja formada. 

A precisão da própria reação de polimerização, entretanto, é 
insuficiente para explicar o alto grau de fidelidade na repli cação. 
Medidas cuidadosas» in vitro, tem mostrado que as DNA poii- 
merases inserem um nudeotideo incorreto para cada 3 O 4 ou 10 a 
de corretos, Esses erros acontecem porque, algumas vezes, uma 
base fica por um curto instante em uma forma tautomérica não 
usual (veja Fig, 10-9), o que permite que da forme uma ponte 
de hidrogénio com um parceira incorreto, Á freqüència de erro 
é reduzida, in vivo , por mecanismos en/.im áticos adicionais. 

Um mecanismo intrínseco a pratica mente todas as t? NA 
polimerasesé uma atividade enonudeásica 3*— *5 r separada» que 
funciona como verificação dupla depois que cada nudeotideo 
for adicionado. Essa atividade nucleásica permite â enzima re- 


mover um nudeotideo recém -adicionado e é alumenlc esped- 
fica para pares de bases despareados t Fig, 25-7). Sc a polimeraie 
adicionou o nudeotideo errado, a trindoçação da enzima pari 
3 posição onde o nudeotideo seguinte deve ser adicionado í ini- 
bida. A atividade da exonudeaxe X— *5* remove o nudeotideo 
dnpareado, e a poLimeraxe começa novámente. Essa atividade, 
chamada de revisora, nio é simplesmente o reverso da reação de 
pdimerização (Equação 25-1 ), porque o phofosfaio ttáò é en- 
volvidu. As atividades de polimerização e de revisão de uma DNA 
poli mera se podem ser medidas separadamente, A revisão me- 
lhora a precisão inerente da reação de polímerLzaçào por IO 1 a 
10' vezes. Na DNA polímeraxe J monomérica, as atividades de 
polimerizaçio e de revisão possuem sítios ativos separados den- 
tro dú mesmo polipepttdeo, 

Às mesmas interações de pareamento de bases que orien- 
tam a polímerízação são usadas para discriminar entre bases 
corretas e incorretas, durante a revisão. O uso de interações não- 
co valentes complementares, para garantir o pareamento de ba- 
ses corretas em duas etapas sucessivas, è comum na síntese de 
moléculas que contêm á informação, Uma estratégia semelhan- 
te é usada para garantir a fidelidade da síntese cic proteínas (Ca- 
pitulo 27), 

Quando a seleção de bases e a revisão sáo combinadas, a 
DNA polímerase deixa um ertt» para cada a 1G* bases *dkn> 
nadas. A medida da precisão da replkação das células da £ coii, 
entretanto, ê ainda maior O grau adicional de precisão é forne- 
cido por um sistema de enzimas separado, que repara pares de 
bases despareadçts que permanecem depois da replkação. Esse 
reparo de despareamailo cera descrito com outros processos de 
reparo do DNA t mais adiante, nexie capitulo, 

A f. coti possuí pelo menos cinco 
DNA polimerases 

Mais de 90% da atividade da DNA polimerase observada em 
extratos de E. coti deve-se à DNA polimerase I. Logo após 0 iso- 
UmeMn dessa enzima, em 1 955» começava, entretanto» a se acu- 
mular evidência de que da não seria apropriada para a replica- 
ção do grande cromossomo da £ coli. Primeiro, a velocidade 
pela qual os nudeotideo* são adicionados par essa enzima (600 
nucleoiiíleos/mm) è muito baixa» de um fator de EDO ou mais, 
para explicar as velocidades observadas com o movimento da 
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Figura 25-6 - Contribuição da geometna do par d* base* paia a 
fidelidade da rapikação do DMA {■) Ch partí de bases padrão A^t 
e G»C possuem geometnas mudo semelhaníes* e un ytio ativo ajusta- 
do para acomodar uma {em tom azulado) geral mente acomodará a ou- 
tra. (b) A geometria dos partí de bases incorretos poòe ekduUcG do sl1k> 
ativo. A DMA polimerase I possui um centro ativo que exclui lais parteiros 
incnrretos cte pareameniu 


Figura 25-7 - Um exemplo de oxr*ç*o de rm> pela atividade exo- 
nucl-aáíka T-tS' da DMA poJiflieraie 1 A análise estrutiiral tem loca- 
lizado a atwidade exonucteasca na frente da atividade de potomerase, A 
medida Que a enzima e orientada no seu movimento ao tofigo do DMA 
Uma base despa reada (aqui. um dKparí amento C-A) impede a traoskh 
cação da ONA polimerase t pára o SiUC Seguinte. Deslizando para tràs, a 
enzima cornge o erro com a atividade esonucleásica 3 H -*5' e. então, reas- 
sume a sua atividade polimerásica rta direção 5-»3' 


forquilha na célula hactcriana, Segundo, a DNA poli me rase I 
possui uma proceasividade relativamente baixa. Terceiro, estu- 
dos genéticos tlm mostrado que muitos genes e, portanto* mui- 
tas proteínas, estilo envolvidos na replicaçáo: a DNA polímera - 
se I, claramente* nio age sozinha. Quarto, e mais importante* 
em 1 969, John Cairns isolou uma cepa bacteriana com um gene 
alterado para a UNA polimerase I, que produzia uma enzima 
inativa* Embora essa cepa fosse anormalmente sensível a agen- 
tes que ]«am o DNA, ela* entretanto, era viável! 


A procura de outr&s DNA polimerases levou à descoberta 
da DNA polimerase II e da DNA polímeras* III, da E . coli, no 
inicio dos anos 1970, A DNA polimera&e II é uma enzima envol- 
vida no reparo do DNA e será descrita mais adiante, neste capí- 
tulo. A DNA poli mera se 111 é a principal enzima da replicarão 
na £. cotl As propriedades das très DNA polimerases podem ser 
comparadas na Tabeta 25- 1 . As DNA polimcrases IV e V T identi- 
ficadas em 1999, são envolvidas cm uma forma de reparo não 
usual, descritas mais adiante* neste capítulo. 
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Tabela 2S-1 - Comparação das DMA polimerases da F, çqíí 



DNÁ polimerase 


1 

M 

III 

Gene «tnjturaT 

pdA 

pot& 

poKídnôD 

Subunidades 

(numero de lipos diferentes) 

1 

24 

z to 

Mf, 

103 000 

asooo 1 

S30000 

Exonudease (revisora) 3-*5 T 

Sim 

Sim 

Sim 

EjKmudedse S # -*3' 

Sim 

Nto 

Nfto 

Vetoodade de pdimenzação 
(nudeofldeosAeq^wio) 

1Ú-20 

40 

250-1 QOG 

PTDcessmdade (nuòeoüdees 
«icwados ant« que a 
pofcmeras* se <*$s ocm) 

3-200 

1.500 

2 500 000 


•Para «f^tíriAcom nw àt um» sufcuictaòe, o çpne «nticado ccdHu * ut» 
nd**e ctm t «m dade palfn«tíidcra Qoserve oue dwC i una devg^Ao 
arríenof paraa gene, atualmente. trlendocornopat 


Ap ensy 4 subiOdMfc tis potameraa^áo A ONA pcàmerase 4 ccmtwt^M vé- 
nas nÉiüMdadK com j ONA potorase ■(, mdutrdo as subuidade* |S. t, A. *'. 
I«T latoia 25-2Í 



Rgura 2S 8 - O fragmento grande (fttoww) da ONA potimerase I 

Essa poímerase é targamçnte ctslnbu^ n*$ baaérne O fragmento 
rw, produzdo por iralamenio protwktKO da poleneras*. retêm as ati- 
vidade* de pdimertzação e òe revssAo da eozma Esse fragmento <Je- 
™v è o da bactena tennof ilca Bat i/íus Siêazmfternwpiftiáis, O sfio ativo 
para a adição dos nudeotideos està situado na profundidade da tenda 
na extterfedade distante do DNA ligado A fila ari4-«cura é o molde 


A DNA poli mera se 1 não c a principal enzima da replkaçáo* 
em vez disso, da realiza várias funções de limpeza durante a re- 
plica ção, a recombi nação e o reparo. Essas funções especiais sàu 
intensificadas pela sua atividade exonudeásica 5' — i^3 r , Essa ati- 
vidade, distinta da atividade revisora 3 r -*5 r (Fig. 25-7), está lo- 
calizada em um domínio estrutural que pode ser separado da 
enzima por um tratamento brando com protease. Quando o do- 
mínio 5'->3' é removido, o fragmento remanescente (M T 63,000), 
chamada de fragmento de Kknowou grande (Fig. 25-fl), retém 
as atividades de potimerizaçáo e rev isão. A atividade exarmclca- 
se 5 '-f3 j da DNA polimerase I intacta pode substituir um seg- 
mento de DNA [ou RNA) pareado a uma fita molde em um pro- 
cesso conhecídocomo deslocamento de corte ("nick iranslaliorT) 
(Fig. 25-91* A maioria das outras DNA polimerases não possui 
uma atividade cxonucleáska 5‘— >3'. 

A DNA polimcfAsç 111 é uma enzima muito mais complexa 
do que a DNA potimera&e I, possuindo EG subumdades diferen- 
tes i Tabda 25-2). Suas atividades de polimerização e revisão re- 
sidem nas subtinidades att, respectivamente. A subunidade 0 
se associa àü ri t para formar o núcleo da polimerase. que 
pode polimerizar DNA. rtus com processividade limilada. I>ois 
núcleos da polimerase podem se ligar a um complexo por mdo 
de um dtmero de subunklades t [tau). Esse complexo dimtrko 
da polimerase pode se associar a um complexo único de agarrar, 
que consiste de seis sub unidades dos cinco tipos, 7^5 'jív. Essa 
subntontagem de H subunidades piotéicas (de nove tipos dife- 
rentes) é chamada de DNA polimerase ill*. 

A DNA polimerase f II * pode polimenzar o DNA. mas com 
uma proce&stvidadc muito menor do que se esperaria para a 
replicaçãp organizada de um cromossomo inteiro. O aumento 
necessário na processividade é fornecido pela adição de subu- 
nidades p, quatro das quais completam a DNA polimerase III 
holoenzima. As subunidades (} se associam em pares* forman- 
do uma estrutura com forma de “doçe-de- sonho" [“donut"), 
que circunda o DNA e age como uma braçadeira (Fig. 25-10). 
Cada dlmero sc associa a um núcleo submontado da DMA po- 
limerase III* (uma braçadeira dimérica para cada sub monta- 
gem) e desliza ao longo do DNÁ à medida que a replicaçúo 
prossegue. A braçadeira de deslizamento p previne a dissocia- 
ção da DNA polimerase III do DNA, aumentando dramatica- 
mente a proccssividade para valores maiores que 500,001! (Ta- 
bela 25- D, 



Figura 25-9 - Deslocamento do corta Neste processo, uma fita de 
RNA ou DMA pareada a um DMA molda é simultaneamente degradada 
peJa atividade exonuclease 5 11 — ►J' da DNA polimerase J e substituída pela 
atividade pdimerâsica da mesma enzima Essas atividades possuem um 
papel tanto no reparo do DNA quanto na remoção dos RN As iniciadores 
durante a repltcaçãn (ambos descritos adiante). A fita de ácido nudéico a 
ser removida (DNA ou RN A) è mostrada em verde; a fita substituta ê 
mostrada em vermelho. Um corte (uma ligação fosfodièster quebrada, 
que deixa uma 3'-OH e um fosfato 5' (lvr«) ocdrre onde a sintese do 
DNA deve começar A polimerase I «tende a f«ti náo-molde do DNA e 
desloca o corte ao longo do DNA — processo chamado de deslocamento 
do corte O corte permanece onde a DNA polimerase i se dissociar, ate 
que seja selado por uma outra enbma 
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Tabela 25-2 - Subunidades da DMA polimerase III da F coli 


Subunidade 

Número de 
subunidades 
por hólDànzima 

Wrda 

subun idade 

Gene 

Função da subunid ade 

a 

1 

132.000 

po(Q ídnaE) 

Atividade de poíimerizaç&o 1 r , , 

r . r Núcleo da poltmerase 

Exonudeas® revisara pahamerase s -»-5 J 

a 

1 

27.000 

dnaQ CmutD) 

0 

2 

10.000 

hal£ 


r 

2 

71.000 

oWaX 

Estabiliza a ligação ao molde; básica para a 
dimenzaçáo da enzima 

T 

2 

52.000 

dnaX* 


5 

\ 

35.000 

holA 

Complexo da braçadeira que posiciona as subunidades p 

B' 

1 

33.000 

hofB : 

> na fita atrasada em cada fragmento de Qkazaki 

X 

1 

15.000 

flQlt 


V 

1 

12.000 

hdD j 


P 

4 

37.000 

cfriaN 

Braçadeira de DNA nequemda para a máxima pnocessividade 


T A subun<dade y è codificada pnr uma porção do qene para a subun idade r. de tal forma que 80% dos resíduos da extremidade aminotermmal da subunidadei 
possuam a mesma sequência de aminoácidos da suounidade y. A subun idade y è gerada por um mecanismd de deslocamento tradudonal (veja Adendo 2B-1 ) que 
leva á terminação prematura da tradução. 



Figura 25-10 - As duas subun idades [1 da polimerase ill da E. coli for- 
mam uma braçadeira circular que circunda o D NA. A braçadeira desliza 
ao longo do D NA, aumentando a processividaóe da holoenzima da DNA 
polimerase III para mais de 5QQ.O0D, prevenindo sua dissociação, (a) Vis- 
ta da extremidade. As duas sub unidades são mostradas em estruturas de 
tiras cinza e azgl-dano envolvendo um modelo espaço-cheio de DNA. (b) 
Vista lateral. Modelos da superfície de contorno das subunidades p (cin- 
za) que envolvem uma representação em bastão de um DMA dupla hélice 
(asul-daro e azul-esturo). 


A replica ção do DNA requer muitas 
enzimas e fatores protékos 

A replicação na E cp/í requer não apenas uma DNA polimerase, 
mas 20 üü mais enzimas e proteínas diferentes» cada uma de- 
sempenhando uma tarefa específica, O complexo inteiro tom sido 
chamado de sistema da DNA replicase ou replissoma, A com- 
plexidade enzimática da repli cação reflete os constrangimentos 
impostos ao processo pela estrutura do DNA e os requerimen- 
tos para a precisão. As principais classés de enzimas de replica- 
çao são consideradas, aqui, em termos dos problemas que das 
contornam. 

O acesso para as fitas do DNA» as quais funcionarão como 
moldes, requer que as duas fitas parentais se separarem, Isso ge- 
ralmente é realizado por enzimas chamadas de helicases, que se 
movem ao longo do DNA e separam as fitas, usando a energia 
química do ATE A separação das fitas cria um estresse topológi- 
co na estrutura helicoidal do DNA {veja Hig. 24- 1 3. ),que é aliviado 
pela ação das topoisomerases. Às fitas separadas são estabiliza- 
das por proteínas de ligação ao DNA, Antes que a DNÂ polime- 
rase possa sintetizar o DNA, os iniciadores precisam estar pre- 
sentes no molde — geralmente, fragmentos curtos de RN A sin- 
tetizados pelas enzimas chamadas de iniciases. No fmal, os 
iniciadores de RNA devem ser removidos e substituídos pelo 
DNA — na E. coli > essa é uma das muitas funções da DNA poli- 
merase I. Depois da remoção dos segmentos de RNA e do pre- 
enchimento do vazio com DNÀ, permanece um corte no esque- 
leto do DNA, na forma de uma ligação fosfodiéster quebrada, 
Esses cortes são selados por enzimas chamadas de DNA ligases. 
Todos esses processos precisam ser coordenados e regulados, uma 
ação que tem sido mais bem caracterizada no sistema da E. coli 

A repli cação do cromossomo 
da E. coli procede em etapas 

A síntese de uma molécula de DNA pode ser dividida em trés 
etapas: iniciação, alongamento e terminação, distinguidas tanto 
pelas reações realizadas como pelas enzimas requeridas, Nos pró- 
ximos dois capítulos, veremos queãS sínteses dos outros princi- 
pais polí meros biológicos» RN As e proteínas, também podem 
ser entendidas em termos de trés etapas equivalentes, com as 
etapas de cada via possuindo características únicas. Os eventos 
descritos a seguir refletem a informação derivada de experimen- 
tos ítt vifro, usando proteínas purificadas da £. colL 

Iniciação. A origem da replicação bacteriana da E, coli, cha- 
mada de uriC, consiste de 245 pares de bases, que possuem ele- 
mentos na seqüéncia de DNA, altamente conservados nas ori- 
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DisposiçOo repetitiva de Sltina dé Hga^in para a proteína DnxA. 

írt* *cqüértci&9 de 13 pb qiwtro seqüéncias de 9 pb 



Sequência conxnH Scqüéncu consenso 

i i ATCT NTTNTTTT TTÀTCCÀCA 


Rçtn 25-11 - O frrmjo de wqúêfKias na origem de repíitaçAe oriC da f ctUt Embora * wq üêfxias repetidas (somfreadas em amarele 
# áiuf) não vejam idênwas. certos nudeest-deos ião partiajlatmente cominem cada posição, formando una sequência tonan». Nas pesções 
onde não há toreerea, N representa qualquer um dos quairo rtucfeocfdeos As setas ndeam as onentações das sequências de nudeobdeos 


gens das replkaçòo bactcriinas. O arranjo geral das scqüénciis 
conservadas i ilustrado na Figura 25- U, As sequéncias-cbavr 
para essa discussão são duas séries de repetições curtas: t rés re- 
petições de L3 pares dc bases e quatro repetições de umiseqOên- 
da de 9 pares de bases. 

Fêfo menos, nove tnzunas ou proteínas diferentes í resumi 
das na Tibda 25- 3) participam rta fase de iniciação da rcplica- 
ção. Elas abrem a hélice do DMA na origem e estabelecem um 
complexo pré iniciação para as reações subseqüenles, O com- 
ponente-diavr no procc&sn de iniciação é a proteína DnaA. Um 
complexo único de cerca de 20 moléculas da proteína DnaA liga 
se às quatro repetições de 9 pares de bases na origem (Fig, 25- 
12a). reconhece e desnatura, então, sucessivamenle o DNA na 
região das repetições de 1 3 pares de ba$e$, que sào ricas em pares 
A=T (Fig. 25- 12b). Esse processo requer o ATP c a proteína 
bacteriana HU, semelhante à histona, A proteína DnaB, então, 
liga-se a essa região desenrolada, em uma reação que requer a 
proteína DnaC Dois hexàmeros da proteína DnaB, cada um gru- 
dado a cada fita do DNA, agem como uma hdicase. desenrolando 
o DNA bidirccionalmente e criando duas forquilhas de repíicaçào 
potenciais, Se as proteínas de Ligação ao DMA de fita simples (SSB 
— - “single -stranded DNA-bmdmg protein") da E cdff e a DNA 
girase ( DNA topoLsomerase li) forem adicionadas a essa reação 
wt vitro. m ilhares de pares de bases serão rapidamente desenrola- 
dos pela DnaB heticase. prosseguindo a partir da origem. Muitas 
moléculas de 55B ligam -se cooperai jvamente ao DMA de fila sim- 
ples. estabilizando ás filas separadas e impedindo a rcnaluraçán, 
enquanto a giras? alivia o estresse íopológico criado pela reação 
da DnaB hdkase. D desenroLunento do DNA mediado pela pro- 
teína DnaB é acoplado à repiicação» quando proteínas de rapti- 
cação adicionais sào incluídas, como veremos a seguir. 

A i n iciação é a única fase da repiicação do DNA que se sabe 
ser regulada, mas da é regulada de forma que a repiicação ocor- 
ra apenas uma vez em cada ddo celular. O mecanismo da regu- 
lação ainda não é bem entendido; entretanto, estudos genéticos 
e bioquímicos lêm fornecido algumas idéias. 


A regulação do tempo da inidaçào da replkaçia r afetada 
pela metüação do DNA e por interações com a membrana ptas- 
màtica bacteriana. A onC do DNA é met dada pda Dam metilase 
( Tabela 25-3), que metila a posição N* da adenina na sequência 
palindràmica (5 É )GATC- (Dam Itãó é um eáplftivo bíOcpiimio£Ç 
mas indica a metüação da adenina do DNA.) A região da vnC da 
E caü é altamente enriquecida de sequências GATC, contendo 
1 1 delas nos seus 245 pares de bases, enquanto a frequência mé 
dia de GATC. no cromossomo dá E tfflír. é dr apenas uma por 
cada 256 pares de bases. Imediata mente após a repiicação. o DNA 
é sémimetilado: as fitas parentais da driC são mel dadas, mas t$ 
fitas recém-sintetizadas não o são. As sequências da orC hemime- 
i liadas são, entao. sequestradas por um período de tempa, peta 
interação com & membrana plasmálica (o mecanismo é desconhe- 
cido), Depois de certo tempo, a oriC é liberada da membrana plas- 
mática e precisa ser mctilada pda Dam metilasc antes que da pos- 
sa novamente se ligar à DnaA e iniciar a repiicação do DNA. Á 
regulação da iniciação da repiicação pode também envolver a hi- 
drólise lenta do ATP pela proteína DnaA. que altera a proteína 
entre as formas ativas {Ligadas ao ATP) e inativas f ligadas ao ADP). 

Alongamento, A fase de alongamento da repiicação inclui duas 
operações distintas mas relacionadas; a síntese da fita líder e a 
síntese da fita atrasada. Várias enzimas na forquilha de replka- 
çào são importantes para a síntese de ambas as fitas. O DMA 
parental é primeiro desenrolado pelas DNA hdi cases, e o estres- 
se topofogien resultante é aliviado pelas lopoiscunerases. Cada 
fita separada é, então, estabilizada pela S5E, À partir desse pon- 
to. * síntese das fitas Líder e atrasada é totilmentc diferente. 

A síntese da fita líder, a mais direta das duas, começa com a 
síntese de um RNA iniciador curto (de LO * 60 nudeotideos), 
pela inkiase (proteína DnaC), na origem de repiicação, Deso- 
kí rribon udeotideos são, então, adicionados a esse iniciador peia 
DNA polimerase III. Á síntese da fita Líder prossegue, então, cort- 
timiámcitte, mantendo passo com o desen rolamento do DNA 
na forquilha de repikaçio. 


Tabela 25-3 - Proteínas requeridas pars iniciar a replkação na origem em f. coii 


hrútaíná 

M, 

Número df 
subunídadn 

Funçio 

Proteína DnaA 

52 .000 

t 

ftecunhece a sequência da ungemj abre ç dQpíex em tocai* específicos na origem 

Proteína DnaB (heítase) 

300.000 

6* 

Desenrola o DNA 

Proteína DnaC 

29.000 

1 

Requerida para a ligação da DnaB á origem 

HU 

19.000 

2 

Proteína semelhante à hhstona; proteína que encurva o DNA, estimula a iniciação 

Iniciase (proteína DnaG) 

60.000 

1 

Sintetiza os RNA iniciadores 

SSB 

75.600 

4* 

Liqa-se as fitas simples do DNA 

RIMA polimerase 

454.000 

5 

Facilita a atividade da DnaA 

DNA girase (DNA topoisomefase N) 

400.000 

4 

Alivia a torção da fita produzida pelo dèsen rolamento do DNA 

Dam meiibase 

32.000 

1 

Metila sequências (5')GATC na ótC 


f As subuvdádn. ntsse caso, são idênucas. 
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Figura 2S-1I * Modele para a iniciação da re-plícação 
na ongern oriC da f cnlr # i Cerca de 20 mcfecuta de 
proteínas CteA. cada uma com ian ATP lidado, igam-se 
as quatio repelistes de 9 pares de bases O DMA é desen- 
rtiUfc ao redor desse coróptao ít»? As très repentes de 
13 pares de bases, ricas em A=T. são então desnaturadas 
wquenoalmfme <0 He*ameíos da protete Dnafl bgam- 
se a cada tua com a ajuda da proteína D-naC, A atudade 
da Onafl hefccast tesenrota anda mas o DMA, preparan- 
do a mickaçic! e a tinia* do DMA 


Fkçuri 25-13 - Síntese dos fragmentos de Okaiaki im) A mtervak?s, a moas* 
smteliza um HM* mioador para um novo Iragmrnio de Okazak> Observe que, se 
considerarmos as duas fitas moldes colocadas lado a lado. a smiese da Ma atrasada 
lôrmalmenie prossegue na direção oposta ao mcwenenio da lúrqudha (bl Cada rnsoa- 
dor * estendido peta DMA pofamerase Ml (<) A sntese do DNA conbnua até que o 
fragmento se estenda até o Hdador do fragmento de OUzafci. preinameme aáoore- 
do Um novo raiador è sintetizado pronmo i forguáhj de repicação para começar o 
processo nowamerrte 


A síntese da fita atrasada. como aponumoi, é realizada em 
curtos fragmentos de Ofcazaki. Primeiro, um RN A iniciador é 
sintetizado pe^ iniciaae e> assim como na fita líder, a DNA poli- 
merase fll s< liga âo RNA iniciador e adiciona nuclcotídera í Fig, 
25-13). Nesse ntveL a síntese de cada fragmento de Okazaki pa- 
rece direta» mas, na realidade, é bem complexa. A complexidade 
está na coordenação da síntese da fita líder com a atrasada; am- 
bas as fitas são produzidas por um cínico dímero assimétrico da 
DNA poLimerase III. Isso é conseguido» fazendo uma alça do 
DNA da fita atrauda» como mostrado na Figura 25-14, aproxi- 
mando os dois pontos de polímerizaçao» 

A síntese dos fragmento de Ükazaki, na fita atrasada, obri- 
ga a uma coreografia cnzimática elegante. A DnaB helicjse e a 
DnaG inicia se constituem uma unidade funcional no comple- 
xo de replicaçlo, chamado de inicí assomo, A DNA poli mera se 
II ] usa um conjunto das subun idades do seu núcleo (o núcleo 
da polímerase) para sintetizar cannmiRjnçnie a fia líder, en- 


quanto o outro conjunto de subumdades do nudeo oscila de 
um fragmento de ükazaki para a próximo na alça da fita atra- 
sada. A medida que o DNA è desenrolado peta DnaB belicase na 
forquilha da replicação fFig, 25-1 4a > H a DNA inidase ocasio- 
nalmente se associa à DnaB helicasee sintetiza um RN A inicia- 
dor curto { Fíg. 25- 14b). Uma nova braçadeira de deslizamento 
p é então posicionada no iniciador pelo complexo de carga da 
braçadeira da DNA polímerase III (Fig. 25- 14c). Quando a sín- 
tese de um fragmento de Ükazaki for completada, a replicação 
pára e as subunidades do núdeo da DNA polímerase III se dis- 
sociam da sua braçadeira de deslizamento p (e o fragmento de 
Ükazaki completado) e se associam com o novo (Fig. 25-I4d) + 
Isso inicia a síntese de um novo fragmento de Ükazaki. A evi- 
dência se acumula de que o complexo, com tudo isso ocorren- 
do no seu interior, não se movimenta. Hm vez disso, de se asso- 
cia á membrana plasmática e 0 DNA se move através do com- 
plexo fixo. 
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Fila líder 



Subun idade 


ilenturtada 


DnaB 
Mi rase 


Nova 

SLibun idade J) 


Comptcjro 

carga-braçadeira 

5 ' 


RNA iniciador 
tlc fragmento 
de Okazaki 
aotÉrior 


Iníciase 

+ 



Figura 25-14- A síntese do DNA nas fitas líder e atrasada. Qs eventos na forquilha de rephcaçáo são coordenados por um único dimera da DNA 
polimerase IIL em um complexo integrado com a DnaB heficase. Esta figura mostra o processo de replicado jâ em andamentn. A fita atrasada fez uma 
alça de tal forma que a síntese rio DNA prossegue firmemente em ambas as fitas ifder e atrasada ao mesmo tempo, catalisada por dois conjuntos de 
sub unida des do núcleo da DNA polimerase III. As setas indicam as extremidades 3' das duas novas fitas e a direção da síntese do DNA. Um fragmenta 
de Okazaki está sendo sintetizado na fita atrasada, (a) As intese contínua na fita líder prossegue á medida que o DNA é desenrolado pela DnaB hdicase. 
(b) A DNA inmiase se liga a DnaB e smtetiza um novo iniciador, depois se dissocia, {c} O complexo de carga da braçadeira catalisa o carregamento de 
uma braçadeira de deslizamento (3 (azul -escuro} ao novo RNÂ iniciador, tn quanto isso, n fragmento de Okazaki que foi sintetizado è completado, 
(d} As subunidades do oúdeo da DNA polimerase III que sintetizaram a fita atrasada soltam tanto o fragmento de Okazaki compfetado quanto a 
braçadeira ce deslizamento \\ usada na sua síntese. {O complexo de carga da braçadeira provavelmente facilita a reciclagem das braçadeiras de 
deslizamento [3 {não mostrado).) As mesmas subunidades do núcleo, então, ligam-se á nova braçadeira de deslizamento p e começam a sintetizar um 
outro fragmento de Okazaki no seu iniciador. 


O processo permite & síntese rápida, com cerca de 1.000 nu- 
deotideos de novo DNA adicionados por segundo em cada fita 
[líder e atrasada )► Assim que um fragmento de Okaziiki for com- 
pletado, seu RNA iniciador á removido e substituído por DNA 
pela DNA polimerase [ e o corte remanescente é selado pela DNA 
lígase (Fig. 25-15), As proteínas que agem na Forquilha de replb 
cação estão resumida* na Tabela 25-4. 

À DNA Jiga se catai iâa a formação de uma ligação fosfodi és- 
ter entre a hidrojrík 3 11 da extremidade de uma Fita de DNA e um 
fosfato 5' na outra extremidade da fita, O fosfato deve ser ativa- 
do por adenilaçâo. DNA ligases isoladas de vírus e eucariotos 
usam AT? para esse propósito. DNÀ ligases de bactérias não são 
usuais, porque, geralmente, usam o NAD 1 — um co-fator que 
normalmente funciona nas reações de transferências de hidre- 
tos (veja Fig. 14-15) — como fonte do grupo de ativação do 
AMP ( Fig. 25-16). A DNA ligase è uma outra enzima do meta- 
bolismo do DNA que tem se tornado um importante reagente 
nos experimentos de DNA recombinanle (Capítulo 29) < 


Fim líder 


3 ' - 5 ' 



Corte rMMPs *Á 

JMTP.í 

b~ 


ATP (ou NAD') --,1 
AMP -t PP.(ouNMN) 4-1 

h 


Figura 25-lS - Os RNA iniciadores na fita atrasada são removidos pela 
atividade exonúdeáslca 5 '-*3' da DNA polimerase I e substituído* por 
DNA pela mesma enzima. O corte remanescente e selado pera DNA liga- 
se. O papel do ATP ou NAD" £ mostrado na Figura 25-16, 
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Tabela 25-4 - Proteínas na forquilha de replicarão da E. coíí 


Mn> 


M, 

Número de subun idades 

Função 

ssa 


75.800 

4 

Liga-se ás fitas simples do DNA 

Protema DnaB (hdicase) 


300000 

6 

Desenrola o DNA, constituinte do ínkiossonriô 

Inicia» (proteína DnaG) 


60 000 

t 

Ssnieiiza O RNA tniriadkr. consutunte da rnenuorno 

DNA pohmtrase» 


900 000 

16-20 

Atongamenio da nova fita 

DNA po^merase 1 


103 000 

t 

Preenchimento dos varais- extisào dos raadwts 

DNA fcgast 


74 000 

1 

ugatfo 

DNA g»rã» (DNA tqpoBome 

rase I) 

400000 

4 

Super espraia mento 


Moáfitadú de Comberg A. 11983) Si&ptenvr>T to DM Aepft^bon, labeiã SI 1 - 2 . ^.VH frwman and Company, New Yoá 


DNA I itfLiw 


Q) Adenilaçãa da 
DNA hgase 



R— Q-|— Q- ^Mbo-J [ Adwijat ' ] 

O' 

AMP a partir do ATP {R = PPi) 
ou NAD* (R ?= NMN) 

PP, Ido ATP) 
ou 

NMN (do NAD' ) 


Figura 15- tfl - Mecanismo de reação da DNA 
liga» Em cada uma das três etapas. uma ligar Ao 
fosfodièster é formada às expensas de outra As ela’ 
pes (D E Q) levam á ativação do fosfato 5 J no corte 
Um grupo AMP è pnmeiro transferido a um resíduo 
de Lys na enzima c? então ao fosfato 5' no corte Na 
etapa (J), o grupo 3-OH ataca «se fosfato e deslo- 
ca o AMP produzindo uma ligação fosfodrèster para 
selar o corte Na reação da ONA ligase da £ oòfc P 
AMP é derivado do NAD 4 . As DNA ligases isoladas 
de virias outrw fontes watteeucariôtkw usam ATP 
em vez de NAD* e libera m piroíosfato em vez de 
nscoonâfnada mononucieolídeo (NMN) na etapa (?) 



Temiinaçlo Fmalmente, as duas forquilhas de replicação do 
cromossomo circular da E. coii encontram-se em uma região 
termina] que contém cópias múltiplas de um* sequência de 20 
pares de bases, chamada de Ter {de terminarão) (Fig. 25- 17a). 
As sequências Têr estão arranjadas no cromossomo para criar 
uma espécie de armadilha na qual urna forquilha de replicação 
pode entrar mas não sair As seqúênctas Têr funcionam como 
sítio de ligação para uma proteína chamada Tus {“ferminus uti- 
lizai iun substance"), O complexo Tus- Ter pode parar uma for- 
quilha de replicação apenas em uma direção. Apenas um com- 
plexo Tus- Ter funciona em cada ciclo de replicaçân - — aquele 
primeiro encontrado por qualquer uma das forquilhas de replí- 
cação, Considerando que as forquilhas dc replicação geralmente 
param quando se colidem* as sequências Ter não parecem ser 
essenciais* mas podem prevenir uma nova replicaçâo por uma 
das forquilhas de replica ção. quando a outra estiver atrasada ou 
parada por ler encontrado uma lesão do DNA ou algum outro 
obstáculo. 


Quando qualquer um* das forquilhas de repUcaçio encontra 
um complexo funcional Tus- Ter, eia pira; a outra forquilha pára 
quando da encontra a primeira forquilha { já parada), As últimas 
poucas centenas de pares de bases do DNA. entre esses grandes 
complexos proteicos, são eniáo replicadas {por um mecanismo 
ainda não entendido), completando os dois cromossomos circu- 
lares topologicamente interligados (catenadw) ( Fig. 25- 1 7b). Cír- 
culos de DNA Lgados dessa forma sáo chamados de catcnanos. A 
separação dos círculos catenados na £ coii requer a topuisomera- 
se [V ( um tipo da topoLsomerase II). Os cromossomos separados 
são, então* segregados para as células filhas durante a divisão ce- 
lular. A fase terminal da replicaçáo de outros cromossomas circu- 
lares* incluindo muitos DNAs virais de eucariotos, é semelhante. 

A replicarão nas células eucari óticas é mais complexa 

As moléculas de DNA nas células eu cario ticas são consideravel- 
mente maiores que aquelas das bactérias e são organizadas em 
estruturas nudeoprotèicas complexas i cr om atuía; veta CapUu- 
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Figura 1 5-1 7 - Terminação da replicarão d& cromossomo da 

£. coli (a) Sequências Ter sáo posidonadas no nomossorrio em 
dois agregados com QrientàçáQ opostas, (to) A repíieaçáci do DNA 
que separa as forquilhas de replicarão opostas deixa os cromosso- 
mos sintetizados unidos como catenanos, ou círculos interligados 
topologica mente. Os círculos não são ligados CPvâtentemente, mas 
não conseguem ser separados, porque eles estão entrelaçados e 
cada um está fechado covalen temente. A separação dos círculos 
catenados requer a ação da* [apoisome rases. Ná f coti uma to- 
poisomerase do tipo II. clamada de DMA topo somerase IV, desem- 
penha o papel pnnapal na seoa-ac^ào do* cromossomos catena- 
dov. quebrando rrarçiiofiãrnenie amoas as fias de ONA de um do* 
cromossomos e perm i ndo que o oyim oomoSomo passe atroes 
da Quebra (veja f ig 24-20) 



C .TUillu&Mimns 

l jH- 11 jdos 


dna i4ifhii«5me«ic IV 

Cromossomo* 

icpwmlfT 

(b) 


lo 24 ), As caractaisücas essenciais da repl icáçâú do UNA são as 
mesmas nos eucariotos e nos procariotos. Enireianto. algumas 
variares interessantes, nos princípios gerais discutidos anterior- 
mente, prometem novas idéias na regulação da repUcaçIo e em 
sua Ligação com □ ciclo celular. 

As origens da repücaçào, chamadas de sequências de repll- 
caçáo autônomas (ARS — 'ViutonGmously replkatmg sequen- 
ces*). ou replicadores, foram identificadas e mais bem estuda- 
das na levedura. Os replicddores da levedura sc estendem por 
I SÓ pares de bases e contém várias seqüéncaaa conservadas. Cer- 
ca de 400 replicadores estão distribuídos entre oi 17 cromosso- 
mo* em um genoma de levedura hapUjíde. A iniciação da repli- 
caçio em todos os eutarktfos requer uma proteína com muitas 
subunidades, o complexo de reconhecimento da origem lORC 
— "origm necognition Ampla*), que se liga a várias sequências 
deniro do replieadnr. A 0RC interage e é regulada por vária* 
outros proteínas envolvidas no controle do eido celular euca- 
ri ótico, 

A velocidade do moví meu lo da forquilha de replicaçào nos 
euctiriotos (-50 nucLeoti tlous/ segundo) é apenas '/in daquela ob- 
servada na E coli Nessa velocidade, a replicação de um cromos- 
somo humano médio, partindo de uma única origem, levaria 
cerca de 500 horas, Na realidade, a replicação dos cromossomos 
humano* prossegue bidirevionaknenLe a partir de pontos dc 
ongens múltiplos» espaçado* de 30.000 a 30Q.00G pares de bases. 


Os cromossomo* eucarióucos são quase sempre muito maiores 
do que os cromossomo* hacterianos, de tal forma que as ori- 
gens múlliplas são provavelmente ums característica geral das 
célula* eucaridtícas. 

Como nas bactérias, os eucariotos possuem vários tipos de 
UNA polimerases. Algumas tem sido ligada* a funções especiais, 
como a replícacão do DNA mitucondrial, A replicação do* cro- 
mossomos nucleares envolve a ONA polimerase a» em associa- 
ção a DNA pohmera.se & A DNA polimerasc a è tipicamente 
umu enzima com subunidades múltipla* com estruturas carac- 
terísticas semelhantes em toda* a* célula* euc arióúca*. Uma dai 
suhun idade* possui uma atividade iniciadora, e a subumdade 
maior (Aí, -180.004) contém a atividade poUmeroska. Entie 
tanto, essa pohmerasc nau possui a atividade exonudeásica de 
rcvsfcáo 3^5% tomando -a inadequada para a replicação de DNA 
de alta fidelidade. Acredita -se que a DNA pnlimemse a fundone 
a pena* na síntese de iniciadores curtos (contendo tanto RN A 
quanto DNA) dos Fragmentos de Okazaki na fita atrasada. Esse* 
Iniciadores sâo. então, estendidos pela* subun idades da DNA 
polimerase 5. Essa enzima é associada c estimulada por uma 
proteína chamada de antCgeno nudear de proliferação celular 
{ PUNA — "proliferai ing ceU nuclear ^ntigen ”; M, 29.000)» que # 
encontrada em grartde* quantidade* no núcleo da* células pro- 
li ler antes. A PC NA possui uma estrutura c íunçào análoga Àquela 
da iubumdade (5 da DNA polimerase 111 da E eotí ( Fig, 25-14). 
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formando uma braçadeira circular que aumenta muito a pro- 
cessividotde da polímera*?, A DNA polimerase ò possui uma ati- 
vidade eratiid eásica de revisão 3'-s5'e parcte realizar a síntese 
da fita Líder e da fita atrasada cm um complexo análogo aquele 
do dimcTci bacteriano da DNA pobircerase J1L 

Uma outra poli me rase* a DNA polímera» e, substitui a 
DNA polímera» 5 cm algumas situações, lai tomo no reparo do 
DNA, A DNA polímera» t pode também funcionar na forqui- 
lha de repütaçáo, talvez desempenhando um papel análogo àquele 
da DNA polimerase I bactéria na, removendo os miciadnres dos 
fragmentos de Okaxaki na fita atrasada. 

Dois outros complexos protéicos também funcionam na 
replicarão do DMA eucaríótko, A RFA ê uma proteína eucarió- 
tica de ligação ao DNA de fita simples de função equivalente j 
da proteína SSB da£. ro/i.À RFCê um carregador da braçadeira 
leni “empresárkT ) para a FCNÀ e facilita a montagem dos com- 
plexos ativos de replicaçáo. 

A terminação da replicação nos cromossomos cucariólkos 
lineares envolve a síntese de estruturas especiais chamadas de 
t cl ó meros, tias extremidade* do cromossomo, como discutire- 
mos no próximo capitulo. 

Reparo do DNA 

Uma célula geralmente possui apertas um ou dois conjuntos de 
DNA genõmico. Moléculas de proteínas e RNA lesadas podem 
ser rapidamente substituídas usando a informação codificada 
no DNA, mas as próprias mólecuhs do DMA são Insubstituí- 
veis. Manter a integridade da informação comida no DNA é, 
portanto, um imperativo celular apoiado por um elaborado con- 
junto de sistemas de reparo do DNA. O DNA pode lamar-se 
lesado por uma variedade de processos, alguns espontâneos, 
outro* catalisados por agentes ambientais 4 Capitulo 10), A pró- 
pria reptkaçâo pode ocasionalmente lesar o conteúdo informa - 
riorul do DNA ao deixar bases despareadas. 

A química da lesáo do DNA e diversa e complexa. A respos- 
ta celular a essa lesão inclui uma grande variedade de sistemas 
cnzimãlicosquecaialisam algumas das mais importantes trans- 
formações químicas no metabolismo do DNA. Examinaremos 
primeiro os efeitos das alterações na sequência de DNA e T então, 
voltaremos aos sistemas de reparos específicos. 

As mutações são ligadas ao câncer 

A melhor maneira de ilustrar a importância do reparo do DNA 
é considerar os efeitos da lesão não- repanulti do DNA (uma le- 
são), A consequência mais séria e uma alteração na sequência de 
bases do DNA. que. se replicada e transmitida ás futuras gera- 
ções celulares, se toma permanente. Uma alteração permanente 
na leqüértáa nudeotldicá do DNA é chamada de mutação. As 
mutações podem envolver a substituição de um par de base por 
outro (mutação por substituição), a adição ou a deleção de um 
ou mais pares de bases ( mutações por inserção ou deleção). Se a 
mutação afetar um DNA não -essencial ou se tiver um efeito ne- 
gligcnciável na função de um gene, eia é chamada de uma muta- 
ção silenciosa, Raranieutc, uma mutação confere alguma vanta- 
gem biológica. A maioria das mutações, entretanto, é deletéria. 

Nos mamíferos, há uma forte correlação entre o acúmulo 
das mutações e o câncer. Um teste simples, desenvolvido por 
Bruee Ames, mede o potencial de um certo composto quimico 
em promover certas mutações facilmente detectáveis em uma 
cepa tucteriana especializada (Fig. 25-18). Poucos dos compos- 
tos químicos que encont ramos no dia-a-dia aparecem como m u - 
tagénko* nesse teste. Entretanto, os compostos conhecidos como 


I# 

(a) cbi 


(cf |d> 

Figura 35-18 - O teste de Ames para cartinogènfcos, baseado na 
sua muiageftktdade Lima cepa da fypftmunum. que pos- 

sui uma mutação que inativa uma enzima da via tròssmrizante da 
hlstWna, ê plaquearia em um meio turre de htsiidina. Poucas céluEas 
crescem, (a) As poucos cotònias pequenas da S typftimunum, que cres- 
ceram no meio livre de histidina, carregam retromutaçôes espontâneas 
què permitem que a via biossintetizante úa histidina opere. Três placas 
idênticas de nutriente, (ta), (c) e (d) r foram inoculadas com um número 
idêntico de células. Cada placa recebeu, entâü r um disco de papel -fil- 
tro, contendo concentrações progressiva mente menores de um muta- 
gènrco O mutagémeo aumenta muito a foqütndl de retromutaç&es 
e, portanto, o número de colônias. As áreas daras ao redor do papel- 
liluo indicam que a concentração do mufagémeo é Ião alta que ele é 
4eia) para as células A medida que o mulagèmco se dilinde a pan.r do 
PdpeMdfro. ele é díukJo a concentrações subtotais Que promovem a 
rei nomutaçãa Os m utagéneos podem ser comparados tendo como base 
0 aumento da frequência de mutação que produzem Peto fato de fm*- 
t o» compostos sofrerem uma vanedade de transformações químicas, 
quando entram em una célula, os compostos são, algumas vezes, tes- 
tados para mutagemçfdadc depois de incubados com um extrato de 
ligado Mortos compostos foram detectados como mutagênicos ape- 
nas depois desse ira lamenta 


carcínogênkos em ensaios animais extensivos, mais de 90% de- 
les, sâu também encontrados como muUgênicns no teste dr 
Ames, Por cansa da forte correlação entre a mutagènese e a car- 
cinogénese, o teste de Amo para mu tagênkos ba c lerianos é lar 
gamente usado como triagem rápida e barata para identificar 
potenciais tarcinogéfikm. 

O genoma de uma célula típica de mamífero acumula mui- 
tos milhares de Lesões em um período de 24 boros. Entretanto, 
graças ao reparo do DNA. menos de uma lesão em 1 .000 toma- 
se uma mutação. O DNA é uma molécula relatèvaroente estável, 
mas. sem os sistemas de reparo, o efeito cumulativo de muitas 
reações infreqüentes, nrus lesivas, tomariam a vida impossível, 

Todas as células possuam múltiplos 
sistemas de reparo do DNA 

O número e a diversidade dos sistemas de reparo refletem tanto 
a importância do reparo do DNA para a sobrevivência da célula 
quanto as diversas fontes de lesão do DNA f Tabela 25-5). Al- 
guns tipos de lesões comuns, tais como os dtmeros de pirimidi- 
na .veia Fig. 10-34 ), podem ser reparados por meio de vários sis- 
temas distintos. Muitos processos de reparo do DNA parecem 
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Tfcb#k %5-S - Tipos de sistemas de reparo do DNA na E coii 


EnzImas/prottJnu 

Tipo de lesão 

Repara de dasparaamen to 


Dam metila» 

Proteínas MutH, MutL MutS 

DNA hehcase 11 

SS8 

DMA polímera» 1» 
Exonudea» i 
Ejomxlea» vti 
NucSea» ftecJ 
fienodenx 
DMAhqá» 

Reparo de t* titio de b»e 

Despareamento 

DMA gkoOases 

AP enttonucteases 
DNApokineraet 
DMA l^â» 

Bases anomas íuaola. h<KMoina. 
sanüna), bases alquiadas 
dlnetB de pnndm em Aji/ii 
outros organismos 

R epa ro de * xcréác de nudeotideo? 

Exonuriea» AfiC 

DNA polímera» 1 
DNA hgau 

Repara direto 

Lesões de DNA que causam grandes 
alterações estrutura** (por 
asempto, <fme«X de ÇHrurvdina) 

DNA fotoliasw 

Dimeros de pmmidma 

□“-metilguanina- 
DNA metiltransferase 

C^-metilguanina 


também ser extraordinariamente Ineficientes cm um sentido 
energético — uma exceção ao padrão observado nas vias meta- 
bólicas, em que cada ATP é geralmente contado e usado otimi- 
zadamente. Quando a integridade da informação genética está 
em questão, a quantidade da energia química investida em um 
processo de reparo parece ser quase irrelevante. 

Q reparo do ONA é possível, principal mente, porque a mo- 
lécula de DNA corubte de duas fitas complementares. À lesào 
em uma fita pode $er removida e ciudadosamente substituída, 
usando a fita complementar não- lesa ca como um molde. 

Consideraremos, agora, os príndpais tipos de sistemas de 
reparo, começando com aqueles que reparam os raros erros de 
paramentei de nudeotideos, que são deitados pela replkaçio. 

RepAro d* d*ipâr«m#nto A correção dos desporeamén- 
tos, depois da rrpUcação na £ coii. aumenta a fidelidade geral do 
processo de repücaçào por um feitor de 1Q 2 a IO 5 . Os despare*- 
mentos são quase sempre corrigidos para corresponder à infor- 
mação da fita velha í molde) f de forma que o sistema de reparo 
deve, de alguma forma, discriminar entre o molde e a fita recém - 
sintetizada, A célula realiza essa discriminação marcando o DNA 
velho (molde) com grupos meti] a para distingui-lo das fitas re- 
cém -Jtntetíadu. Q sistema de reparo dos desparea mentos da 
£ inclui, pejo menos. 12 componentes protéícos (Tabela 25-5) 
que funcionam tanto na discriminação da fita como no próprio 
processo de reparo, 

A discriminação da fita é baseada na ação de uma enzima cha- 
mada de Dam metilase (Tabela 25-3) que, como você se recorda, 
metila o DNA na posição N* de todas as adeninas que ocorrem 
nas sequências (5')GATC. Imediatamente, depois da passagem da 
forquilha de replicação, hã um curto período (alguns poucos se- 
gundos ou minutos) durante o qual a fita molde está mettlada, 
mas a fita recém-sintetizada não está (Fig. 25-19), O estado de 
submeti Eação transitória, das sequências GATC na fita recém -sin- 
tetizada, permite que a nova fita sqa distinguida da fita molde. 



ngufi 25-19 - MetRaçan e reparo de desnareamen to A rr^t laçào 
das Mas de DMA pode servir para dntingur as Mas parentais (molde) 
das fitas retèm-sintetizadais no DMA dá í COA uma função que e cntica 
no reparo dos despareairtentos (veja fig 2S-20) A meMação ocorre vo 
W* das adenêus nas seqüèncias I5TGATC Essa sequência è um pafin- 
dforno (veja Fig. 1Q-2G)e, portanto^ está presente etn onentaçOes opostas- 
em ambas as fitas 


Os erros de despa reamrnl os nas vizinhanças de uma sequência 
GATC semimetiladas são, entio, reparados de acordo com a in- 
formação na fita parental metilada (molde). Testes in vitm mos- 
tram que, se ambas as fitas estão meti la das em uma seqüència 
GATC, poucos despareamentos são reparados; se nenhuma fita 
está metilada, o reparo ocorre, mas não favorece nenhuma fita. 
Esse sistema de reparo do despareamento, direcionado pelo gru- 
po metila, repara corretamente os despareamentos distantes até 
LOGO pares de bases de uma seqüência GATC semimetilada. 
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O mecanismo pelo qual as correções de despareamemo sào 
direcionadas por seqüências GATC rd st iva mente distantes é ilus- 
trado na Figura 25-30, A prol tina MutL forma mu compltxu 
com a protein j MutS e se liga a lodos os pares de bases desparta- 
dos I enceto C-O- A piotema MtnS liga-se à MutL e às sequén- 
das GATC encontradas pelo complexo MulL MutSL O DNA de 
ambos os lados do despareamento passa atmvés do complem 
MutL-MulS* criando uma alça de DNA; a movimentação simul- 
tânea de ambas as pernas da alça através do complexo é equiva- 
lente ao complexo se mover em ambas as direções de uma só vo 
ao longo do DNA, MutH possui uma atividade endoimdeasç 
sitio -especifica que é inativa até que o complexo encontre uma 
seqüéiKtà GATC semimetilarLi, Nesse sírio* a MutH catalisa â 
divagem th fita não-metilada no lado 5' de G na GATC o que 
marca a fita para o reparo. Outras etapas na via dependem de 
onde o despareamento esteja localizado em relação ao sitio de 
clivagem (Fig. 25-21), 


Figur* 25-10 - Modelo para ai etapa* iniciais de reparo d* 
desparaaroento direcionado p*t o grupo me ti la As prolema* 
envdwdas nesse processo em f eoh tiram purificadas Ivejp Tabela 
2S-5> O reconheci mento da seqúênoa (5 KãATC e do desparea- 
mento tão funções especais das proteínas MutH e MutS. respecl»- 
vamefTie A proteína MutL forma um complexo com MutS no des- 
pareamemo O DNA passa através desse complexo de tal forma 
que o complexo se move Simultaneamente em ambas as dveçôes 
dO longo do DNA ate que de encontre a proteína MutH sgada a 
uma sequência GATC semmetrtada A prorena MutH çfcva a fita 
néo-metilada no lado 5 T de G na sequência GATC. Um complexo 
consistindo na DMA helicase II e unta de vánas exonudeases degra- 
da. então, a ida do DMA náomeiitada a partir daquele ponto em 
direção ao despareamento {Fig 25-21). 
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Figura 25-21 - Completando o reparo de òespareamento direcionado peio grupo meti la A ação combinada da DNA hdicase II SSB e uma das 

quatro exonudeases diferentes remove um segmento da nova fita entre o Sino de clivagem da MutH é um ponto logo adiante do despareamenio A 
fíonutJea» usada depende da local iraçèo do sitio de clivagem em relação ao despareamento A lacuna resultante ê preenchóa peia DNA pofamerase W. 
e a lenda Setaçta peia DNA iigase (nào mosiradal 


Quando o despareamento for no lado 5 r do sítio de diva- 
gem, a fira nâo-met liada é desenrolada e degradada na direto 
3 r — *5 r , a partir do sitio de divagem até o des parea mento, e esse 
segmento é substituído por DNA novo, Esse processo requer a 
ação combinada de DNA helicase [[, SSB T exonurieasc E ou cxo- 
nudease X lambas degradando filas de DMA na direção 3*-*y ), 
DNA polimerase 111 e DNA ligase, A via para o reparo dkw des- 
pareamcnioi no lado V do sitio de divagem é semelhante, exce- 
to que a exonucJcásc ê substituída pela exonudease VII tque 
degrada fita simples de DNA unto na direção 5*-*3' quanto tu 
3'— >5*) ou pda nudease Red (uma exonudease que degrada fila 
simples de DNA 5 r -*3 f ). 

O reparo de despareamento ê um processo caro para a bac- 
téria em lermos dc gasto* energéticos. D despareamenio pode 
estar LOOD pares de bases ou mais de uma sequência CATC A 
degradação c a subsiLtuiçãu de um segmento de fita dessa exten- 
são requerem um erwrme investimento na ativação dc precur- 
sores dcsoxinudcoüdéos piara reparar o despareamento de uma 
única base. Isso nova mente ressalta a importância da integrida- 
de genómica para a cdula- 

Toda as células cu cari óticas possuem proteínas estruturais e 
funríonalmenl? análogas ás proteínas MutS e MutL Alterações 
em genes humanos que codificam proteínas desse tipo produ- 
zem algumas das sindromes de suscetibilidade aos cânccrts mais 
comuns (Adendo 25- lh demonstrando mais ainda o valor dos 
sistemas de reparo do DNA para o organismo. O mecanismo 
detalhado do reparo de despareamenfo do DNA nos eucariotos 
ainda nâo foi estudado. Sabemos que o mecanismo pelo qual as 


fitas novas recém -sintetizadas são identificadas não envolve se- 
quências GATC e pode diferir de outras maneiras do sistema 
direcionado pela metilação, usado pelas bactérias. 

Reparo por eitdsâo de bes*, Toda céluJa possui uma das» 
de enzimas chamadas dc DNA glicostlases que reconhecem le- 
sões panicuEarmente comuns do DNA (como os produtos das 
desamírtaçúes da ritosina e adcniria; veja Fig. 10- 33a) e remo- 
vem a base afetada clivando a ligação ,V-gUcosidica. Essa diva- 
gem ena um sitio apurfnko ou apirimidinko no DNA* ambos 
comumente referidos como sítios AP ou abásicos. Cada DNA 
glkosilase é geralmente específica para um tipo de lesão. 

A uradl glicosilase, por exemplo, encontrada na maioria das 
células, remove do DNA a urarila que resultar da desaminação 
espontânea da citosina. Células mutante* que nào possuem essa 
enzima têm uma alta taxa de mutação em Q— C em vez de em 
A =T. Essa glicosilase não remove os resíduos de uradla do RNA. 
nem remove resíduos de limina do DNA. Como explicado do 
Capitulo 10, a capacidade de distinguir nmina das produtos de 
desaminaçáo de cilosina ( urarila h que é necessário para o repa- 
ro selei ivo da última, pode ser uma das razões por que o DNA se 
desenvolveu para conter limina em vez de urarila. 

Outras DNA glicosilases reconhecem e removem a hipoxan- 
tina (surgida da desam inação da ura vila 1 e bases alquiladas, como 
3-metiladenina e 7-metilguanina, GlicosiJases que reconhecem 
outras lesões, incluindo dímeras de pirimidina, foram também 
identificadas. Lembre-se de que os sítios AP também surgiram 
da hidrólise lenta e espontânea dns ligações IV-glicosídícas no 
DNA (veja Fig. 10-33). 


Adendo 25^1 fleparo do ONA e câncer 


O câncer humano ve desenvolve quando certos ge- 
nes que regulam a divisão celular normal uincoge- 
nes e genes supressores dc lumocev. veja Capitulo 
131 falham ou estão alterados As células podem 
crescer fora de controle e formar um tumor. Os ge- 
nes que controlam a divisão ccluUr podem ser lesa- 
dos por mutação espontânea chi sobrepujados peia 
invasão de um tumor vira J 1 Capitulo 2é|, Não sur- 
preendentememe, alterações nos gene* de reparo do 
DNA. que Levam a um aumento na vdocidade de 
mutação, podem aumentar muito a suscetibilidade 
ao câncer. Defeitos nos genes que codificam as pfü- 
teirtas envolvidas no reparo por excisão de nudeo- 
rideos. no reparo <k desparcamcnio c no reparo de 
rccombinaçãoh lodos eles tém sido* ligados ao cân- 
cer humano. Glaramcnte, o reparo do DNA pode 
ser uma questão de vida ou Jt morte. 

O reparo por exrisão dc nucleolídeo requer um 
número maior de proteínas no homem do que nas 
bactérias, embora as vias gerais sejam muito simila- 
res, Defeitos genéticos que iilativam o reparo por tx 
cisão de nudcultdeo lern sido associados a várias 
doenças genéticas, a mais bem estudada é o xernder- 
ma pigmentoso, ou XP, Pelo Fato dc o reparo por ex- 
cisão de nudeotídeo ser a única viu de reparo para as 
dímeras de pírimidina no homem, pessoas com XP 
são extremamente sensíveis a luz. e facilmente desen- 
volvem cânceres de pele indu/idos pela luz, A maio- 
ria das pessoas com XF possui também anormalida- 


des neurológicos, presumivelmente por causa da suo 
inabilidade em reparar cenas lesões causadas peta ah» 
velocidade do metabolismo oxkLü.m> nos ntnircnks. 

Uma d j > smdrumet mais. comuns e o câncer ào 
cólon não-poliposo hadaveh ou HNPCC Cfeeredi- 
tarv nonpnlyposs cc4ait caibCcr" L tssa sindnome tem 
sido atribuRb a drieitoc no reparo de desparcamcn- 
to- Cdula* humanas c nutro* eucariõticas possuem 
múltiplas proteínas análoga* ás proteínas MutL r 
MutS (veja Fig. 25-2da}. Defeitos em, pelo menos, 
emen genes diferentes de reparo de despareamento 
podem dar origem ao HNPCC. O mais prevalecen- 
te são os defeito» rwt* genes hMiHl Churcun Mu ti, 
homoíog t M , ciu homólogo humano 1 do MucLl e 
hMhH2 íMmrnjn ,\fut.S Jmntülúg 2", ou homologo 
humano 1 do MulS} Em indivíduos com HNFCC 
o câncer geralmcnte sc desenvolve em idade inicial, 
sendo os cânceres de cólon os mais comuns. 

A maioria dos cânceres de mama humano* ocorre 
em mulheres com nenhuma predisposição. Entre- 
tanto, cerca de 10% do* casos sâu associados a de- 
feitos herdados cm dois genes, fírctrl e Breu 2. As pro- 
teínas RRCAl e BRCA2 interagem com uma proteí- 
na chamada Kad 51» a homóloga da proteína RecÀ, 
Isso sugere que BRCA I e 2 estejam envolvidas no 
reparo de reco mbi nação do DNA (veja Fig, 25-35), 
Mulheres com defeito* cm qualquer um dus genes 
Brcal e BrcaZ têm uma probabilidade maior que 
S0% de desenvolver o câncer de mama. 
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Desde que um sitio AP lenha sido formado» um outro gru- 
po de enzimas deve repará-lo. O reparo não é feiio simplesmen- 
te pela inserção de uma nova base e reformação da ligação jV- 
gücosidicã. Ao contrário, a desoximbose 5' -fosfato deixada atrás 
é removida e substituída por um novo nucJeortdeo. Esse proces- 
so começa com enzimas chamadas de AP endonuclrascs. que 
cortam a fita do I >NA que contém o sitio AP. A posição da inci- 
são relativa ao Sítio AP Í5' ou 3') varia com dífenenics APcodo- 
nudeases. Um segmento do DNA T inchiindo o sítio AP, è então 
removido, o I>NA é substituído pda açào da DNA polimerase t, 
e o corte remanescente i selado pda DNA ligase ( Fig, 25-22). 

Reparo por txctsio da nucleotideos Lesões do ONA que 

causam grandes distorções na estrutura hdicmdal do DNA geral- 
mente são reparadas pdo sistema de exosão de nudentidem. uma 
via éc reparo tritka para a sobreménda de iodos os organismos 
de vkb livre. No repim de excisão de nudeotídeo (Fíg. 25-23), 
uma enzima Com subiintdades múltiplas hidmti^i dius ligações 
fosfodíesíefes, uma em qualquer Lado da Lesão. Na £ coti e em 
outros pmeariotos» o sistema enzimáiicn hidrolisa a quinta liga- 
ção íosfodiésier no lado 3\ e a oitava ligação tostodiéster, no lado 
5\ para gerar um fragmento de 1 2 a 13 nucleotfdeüü (dependendo 
se a lesão envolve uma ou duas bases). Em humanos e em oulms 
eucariotos, a enzima hidrolisa a sexta ligação Idsíodiéstcr no lado 
3' e a vigésima segunda ligação fosfodí éster, no lado 5\ pmduzin- 
do um fragmento de 27 a 29 nucleotideos. Apús a dupla incisão. 


Figura 25-22 - Reparo do DNA pela via de excisão de base (a) A 

DNA gkosilase reconhece uma base lesada e cliva entre a base e o 
esqueleio da desoxirrJbo»- (b) Uma AP endonudease diva o esquele- 
to fosfodiéster perlO do sítio AP (c) A DMA polimerase I inicia o reparo 
sintetizando a partir da extremidade 3' OH do corte, removendo uma 
porção Oa fila lesada (com sua atwidade exonude&sica 5'~+3 f ) e subt- 
tnu^dcha por DNA nAo-tesada <d) 0 corte remanescente, depors que 
a DNA oo* mor ase I tertha se dissoc-ado. ê selado peta DNA Iqase 
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Figura 25-23 - Mecanismo de reparo por excisão de nucleotideos na f. coii e em humanos A via geral do reparo de excisão do nudeotídeo é 
similar em todOS Os organismos, (a) Uma exanudease se liga ao DNA no sitio de uma lesão volumosa (b) A excinudease diva então a fita. de DNA 
lesada em qualquer um dos lados da lesão, e o segmento de DNA e removido com a ajuda de uma heÜcase <c) A lacuna resultante é preenchida pda 
DNA polimerase, e (d) o carie remanescente é selado pela ONA ligase 




os oligonudeotídeos excisados são liberados do dtíplex, e a lacuna 
resultante é preenchida peta DNA polimerase I na E coli e a DNA 
polimerase e em humanos. O corte ê selado pela DNA ligase, 

Na £, coli, o complexo enzimático chave é a ABC exdnuclea- 
se, Essa atividade ê constituída por irés sub unidades» UvrA (M r 
104,000), UvrB (M r 78,000) e UvrC (Aí, 68.000). Um complexo 
das proteínas UvrA e UvrB (AjB) rastrea o DNA e se liga ao sítio 
de uma lesão, O dímero UvrA então se dissocia, deixando um 
forte complexo UvrB- DNA, A proteína UvtC então se liga à UvrB, 
e a UvrB faz uma incisão na quinta ligação foslodiéster no lado 
3 r da lesão. Isso é seguido por uma incisão mediada pela UvrC 
na oitava ligação fbsfodiéster no lado 5.0 fragmento de 12 a 13 
nucleotídeos é removido pela UvrD heücase. A curta lacuna, as- 
sim criada, é preenchida pela DNA polimerase I e pela DNA li- 
gase. Essa via é uma rola primária de reparo para muitos tipos 
de lesões, incluindo dímeros de pirimidina/cidobutano, foto- 
produtos 6-4 (veja Fig. 10-34), e vários outros tipos de adutos 
de base, incluindo benzotfllpireno-guanina, que è formado no 


DNA pela exposição à fumaça do cigarro, A atividade nucleolí- 
tica da excmudease ABC é nova no sentido de que dois cortes 
são feitos no DNA (Fig. 25-23), O termo "excinudease” é usado 
para distinguir essa atividade das endonucleases- padrão. 

As exdnudeases eucarióticas funcionam, mecanisticamente, 
de uma maneira bastante similar à enzima bacteríana, embora 16 
polipeptídeos, sem nenhuma semelhança com as subunidades da 
excinudeaseda E. coli, sejam requeridos para a incisão dupla. De- 
ficiéncias genéticas no reparo de excisão de nucleotídeos em hu- 
manos origina uma variedade de doenças graves (Adendo 25-1), 

Reparo direto. Vários tipos de lesões são reparados sem a re- 
moção da base ou do nudeotídeo, O exemplo mais bem caracte^ 
rizado é a fòtorr cativação dos dlmeros ddobutano de pirimidina, 
uma reação promovida pela DNA fotoliase. Os dímeros de píri- 
midina resultam de uma reação induzida pela luz, e a fotoliase 
usa a energia derivada da luz absorvida para reverter essa lesão 
(Fig. 25-24). As fotoliases geralmente contém dois co-fatores que 



MTHFpoliGlii *MTHFpoliGlu 



Figura 25-24 - Reparo dos dímeros de pirimídina com a fotoliase A energia derivada da luz absorvida é usada para reverter a 
foto rreação que causa a lesão. Qsdoiscromõforasda fotoliase, na E. co/i(M r 54.000), a A^.W in -meteniltetratdrofolilpoíiglutamato{M?HFpoii- 
Glu) e o FADH~, realizam funções complementares. Na ligação da fotoliase a um dímero de pírímidina, o reparo prossegue como se segue 
© Um fóton de luz azul (3 00- 500 nm de comprimento de onda) ê absorvtdo pelo W : ,AF meten iltetrai d rafolil poli g luta mato, que funciona 
como uma foto-antena. Q) A energia de excitação ê transferida ao FADH no sitio ativo da enzima. (J) A flavina excitada (*FÀ0H") doa um 
elátron ao dimero de pirimidina (mostrado aqui em uma representação simplificada) para gerar um radicai dímeno instável. @0 rearranjo 
eletrônico restaura as pirimidinas rnonomá ricas, e © o elétron é transferido de volta ao radical flavína para regenerar o FADH \ 
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servem como agentes absorvcdores da luz, ou cromófonos. Um 
dos çromáforos í sempre o FADH", Na £ coli e na levedura, o 
outro cromúforo é um foi ato. 

Um iHilro exemplo é o reparo da O^-metilguanina, que se 
forma na presença de agent es alquilantes e e uma lesão altamen 
te muiagénÍL/j c comum. Ela tende a parear com a tímiísa, em vez 
de com a citostna, durante a replkação e, portanto, induz muta- 
ções G*C em A=T (Fig- 25-25). D reparo direto da CP-mctil- 
guacitna é realizado pela ü*-mrtiicuaíiim D NA meúkranjferj.- 
se> que cautiss a transferência do grupo metíia da CP-melilgua- 
nina a um resíduo especifico de Cys na mesma proteína. Essa 
metiltramferase estritamente não é uma enzima, porque um 
único evento de transferência do grupo metil permanentemente 
metik a proteína, tomando-a inativa nessa via, O consumo de 
uma molécula proteica inteira para corrigir uma única base le- 
sada e uma outra ilustração vivaz da prioridade dada ã manu- 
tenção da integridade celular do DMA, Embora a meiiilf ansfe- 
rase melüada seja inativa no reparo, ela não é descartada: a pro- 


teína metilada funciona como um ativador transcricional (Ca- 
pitulo 28), aumentando a expressão do seu prúprio gene e de 
genes para algumas outras enzimas de reparo. 
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A interação das forquilhas de replicação 
com o DMA lesado leva à recombinaçâo 
ou ao reparo sujeito a erros 

As vias de reparo* consideradas até este ponto, geraJmente tra- 
balham apenas para lesões na fita dupla do DNA, a fita não-lesa- 
da* fornecendo a informação genética correta para restaurar a 
fita lesada a seu estado original. Entretanto, em certos tipos de 
lesão* tais como quebras das fitas duplas* cruzamentos nas duas 
fitas ou lesões em um DNA de fita simples, a fita complementar 
está, ela própria* lesada ou ausente. Quebras das duas fitas e le- 
sões no DNA de fita simples freqüen temente se originam quan- 
do a forquilha de replicação encontra um lesão de DNA não-repa- 
rada {Fig. 25-26). Tais lesões e cruzamentos no DNA podem Lam- 
bam resultar da radiação ionizante e de reações oxidativas. 

Em uma forquilha de replicação bacteriana parada, há duas 
avenidas para reparar, Na ausência de uma segunda fita para 
especificar o reparo, a informação requerida para o reparo pre- 
ciso deve vir de um cromossomo homólogo separado, Ela, por- 
tanto, envolve a recombinaçâo genética homóloga. Esse proces- 
so* chamado de reparo de recombinaçâo do DNA, será conside- 
rado mais adiante neste capítulo, Toda vez que a lesão do DNA 
ocorrer em níveis inusitada mente altos (por exemplo* se a célula 
for exposta ã luz ultravioleta forte), uma segunda via de reparo, 
chamada de reparo sujeito a erros, toma-se disponível. Quando 
essa via estiver ativa, o reparo do DNA torna-se significativamen- 
te menos preciso e ocorre uma alta taxa de mutação, O reparo 
sujeito a erros é parte de uma resposta celular ao estresse a lesões 
extensas do DNA chamadas* apropriadamente* resposta SOS, 


Algumas proteinas SOS, tais como as proteínas UvrA e UvrB 
já descritas (Tabela 25-6), estão normalmente presentes na cé- 
lula* mas são induzidas em altos níveis como parte da resposta 
SOS. Proteínas SOS adicionais participam numa nova via para 
o reparo* a via sujeita a erros. A proteína UmuD é clivada em 
uma forma menor* chamada UmuD\ e esta forma um comple- 
xo com a proteína UmuC* criando uma DNA polimerase espe- 
cializada (DNA polimerase V, que pode replicar sobre muitas 
lesões do DNA que, normalmente, bloqueiam a replicação). O 
próprio pareamento de base é frequentemente impossível no 
local de tais lesões, de forma que essa replicação sobre lesões 
está sujeita a erros. Dada a ênfase na importância da integrida- 
de genómica em todo este capítulo, pode parecer incoerente que 
exista um sistema que aumente a velocidade de mutação. En- 
tretanto, nós podemos pensar nesse sistema como uma estraté- 
gia desesperada. As mutações resultantes matam muitas célu- 
las* mas esse é o preço biológico que as células pagam para con- 
tornar uma barreira, de outra forma intransponível para a 
replicação, à medida que ela permite que algumas poucas célu- 
las mutantes sobrevivam, Alêm da DNA polimerase V* a repli- 
cação sobre lesões requer a proteína RecA, SSB e algumas subu- 
nidades derivadas da DNA polimerase III. Uma outra DNA po- 
limerase, a DNA polimerase IV, ê induzida durante a resposta 
SOS, A replicação pela DNA polimerase IV, um produto do gene 
ífííiB, está também altamenle sujeita a erros. Alguns genes in- 
duzidos na resposta SOS possuem funções ainda desconheci- 
das (Tabela 25-6). 



Figura 25-26 - A tesão do DNA e seu efeito na replicação do DNA. Se a forquilha de replicação encontrar uma lesão não- 
reparada ou uma fita quebrada, a replicação geral mente pára e a forquilha pode cola bar. A lesão è deixada para trãs em um 
segmento de DNA de fita simples nâo-repl içado; uma fita Quebrada torna-se uma fita dupla quebrada. Em cada caso, a lesão de 
uma fita não pode ser reparada pelos mecanismos descritos ante dormente neste capitulo, porque a fita complementar requerida 
para dirigir um reparo preciso estã lesada ou ausente. Hã dois possíveis caminhos para o reparo: o reparo de recombinaçâo do DNA 
(descrito na fig. 25-35) ou r quando as lesões são inusitadamente numerosas, o reparo sujeito a erros. Este último mecanismo de 
reparo envoive uma nova DNA polimerase {DNA polimerase V. codificada pelos genes umuC e umuD) que podem replicar* embora 
incorretamente, sobre muitos tipos de lesão. Ele e chamado de sujeito a erros, porque resulta frequentemente em mutações. 


755 


Tabela 25^5 - Gen«s Induzidos como parte da resposta SOS na Ç. coíi 

NOmt óo grn* Proteína codificada t/ou papãl fto reparo do PH A 

Genes de função tontarida 

Codífka a subunjdade de pckmertMção da ONA polímera» II, requenda para o reparo sujeito a erros 
Codifica as suhunitiadé UvtA e UvrB da estcmudease ABC 

Codif ica a DNA polímera» V 

Codfica piotalna que inibe a dtvrsAo ctHJar, posrelmerite para ofcrter tempo para o reparo do DNA 
Codrfka â pTXÉrtà RecA requerida para os repanjs sujoto a Pn» e de retomfc* nação 
Codrfka a ONA polímera» W 

Gene envolvido* na metabolismo do DNA, mas tem função conhecida no reparo do DNA 

ssé Codifica a proferia de ligação a fita vmples do DNA tSSB ) 

uwO Cod iftea a ONA he*ca» II (proferi) apsenroiadora do ONA) 

famA Codifica a subondaòe do fator de rttegraçáo ao hospedeiro, enxotada na recompnaçâo MtJo-especifica, replcação, 

transposição, regulação da fiprBi3o de vãnos genes 
recH Envohda no reparo de recranfrnaçáo 

Genes da f unção desconhecida 

drO 

dtnf 

Nota Aiquns desse* gere* e suas funções serão docutidix no Capitulo 28 


poB WinAi 

uvrA 

üviB 

t * nuC j 

qmuD 

sulA 

recA 

cSnfl 


Você encontra ti a proteína RecA novamente porque ela pos- 
sui várias funções distintas na célula bacteriana. Seus papéis na 
recombinaçâo e na regulação da resposta SOS são bem caracteri- 
zados. (A regulação da resposta SOS será descrita no Capítulo 28. ) 
Voltaremos agora a uma discussão sobre a recombí nação genética, 


Recombí nação do DNA 

Q rearranjo da informação genética no DNA e enlre moléculas dc 
DNA engloba uma variedade de processos que são cdeiivamenic 
colocados sob o titulo de recombí nação genética. Aplicações práti- 
cas dos rearranbte no DNA, na alteração de genomas de u ma varie- 
dade de organismos estão agora sendo exploradas (Capitulo 29). 

Os eventos da recombinação genética caem em. pelo me- 
nos. íto efavies gerais Recomb inação genética homóloga t um- 
bém chamada de recombinação geral) envolve a troca gcnetka 
entre quaisquer duas moléculas (ou segmentos da me*ma mo- 
lécula) que compartilham uma região externa com sequências 
quase idênticas. A sequência real das bases é irrelevante, desde 
quer as sequências nos dois DNAs sejam semelhantes. A recaiu- 
büiaçio ui to-específica difere da recombinação homóloga em 
que essas i rocas ocorrem apenas em uma sequência fjpecidí do 
DNA. A transposição do DNA é distinta das outras classes, por- 
que usualmênte cnvohre um pequeno segmento de DNA <om 
admira ve) capacidade de se movimentar de uma localização em 
um cromossomo para outra. Esses “genes saltadores" foram pri- 
meiro observados no milho, nos anos 1940, por Barbara McCIin- 
toefc. Além desses, há uma grande variedade de rearranfos não usu- 
ais para os quais nenhum mecanismo ou finalidade fot ainda pro- 
posto, entretanto iremos focalizar apenas essas t rés classes gerais. 

As funções dos sistemas de recomb inação genética são tão 
variadas como os seus mecanismos, Elas induera 4 operação de 
sistemas especializadas de reparo do DNA e atividades especia- 
lizadas na rep Li cação do DNA, a regulação da expressão dc cer- 
tos genes, a Jiidlitação da própria segregação dos cromossomos 
durante a divisão celular nos eucariotos, a manutenção da di 
versidade genética e a implementação de rearranjo* genéticos 
programados durante o desenvolvimento embrionário, Na maio- 
ria dos casos, a recombí nação genética é intimamcnle integrada 
com outros processos no metabolismo do DNA. e isso se torna 
um tema de nossa discussão. 


Barbara McCkitocfc 
(1902-1992) 


A recombinação genética homóloga 
possui funções múltiplas 

Nas bactérias, a recomb inação grnétici homóloga é primaria - 
mente um processo de reparo do DNA. c„ nesse amterto, é refe- 
rida como um reparo de recombinação do DNA. Ba é usual- 
mente direcionada para a reconstrução das forquilhas de repli- 
caçào paradas no local da lesão do DNA. A retombiuaçáu 
genética homologa pode lamhém oçmter durante processos, tais 
como conjugação (acasalamento), quando o DMA ctumosso- 
mal e transferido de um doador para uma célula bacteriana re- 
cipiente A recomb inaçuo, durantt a conjugação, apesar de rara 
nas populações bactéria nas selvagens, contribui para a diversi- 
dade genética. 

Nos eucariotos, a recombí nação genética homóloga está ge- 
ral mente associada à divisão cdular [garantindo a segregação 
ordenada dos cromossomos) e ao reparo do DNA. A recombi- 
naçâo ocorre com maior freqüência durante a meiose, processo 
no qual células diplóídes da linhagem germínativa, com dois 
conjuntos iguais de cromossomos, dividem-se para produzir 
ga metas haplóides — espermatozóide ou óvulo nos eucariotos 
superiores— cada garnvta possuindo apenas um membro década 
par de cromossomos ( Fíg, 25-27). Èm resumo, a meiose começa 
Com a rep] i cação do DNA na célula da linhagem germi nativa de 
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Figura 25-27 - M*to« nas células eucanótK» da linhagem geimi- 
rutíva m Dl cronxKsornos de kfnj tekitá dptfrde hipotética da kiha- 
gem germngitrva ísas. cromossomos. irés pares homOtagow são repicados 
e maniKtos juntos a seus tentiómeim Cada molécula de i\~s dupla iepíi- 
cada é chamada uma cramàtide fcromãKde itmâí (b) Ma pròfase t, pouco 
antes da primeira divisão medtíta. os três conjuntos de cromãTides hornò- 
logai são almhados para lürmar tétrades, mantidas j urnas por ligações 
«valentes nas junções homólogas (quiasmas). As permutas ocorrem den- 
tro dos qu asmas (veja Fjg. 25-29). Essas assoe laçóes transitórias ajudam a 
garantir que os dois cromossomos amarrados segreguem apropriadamen- 
te nos pólos opostos na prówma etapa ÍC) 05 pares homólogos se sepa- 
ram e migram para os pólos opostos de uma célula em drvisão. (d) A pri- 
meira divisão meiótica produz duas células filhas, cada uma com trés pares 
de aomâtides (*) Os pares homólogas se alinham no equador da célula 
para o preparo da separação das cromátides íqué são chamados agora, de 
cromossomos} (f) A segunda divisão meiótica produi quatro células filhas 
haplórdes que podem funcionar como garrotas Cada uma possui (rés cn> 
mosscirnos, metade do número da céfyía d>pk!nde da linhagenr gernitnad- 
va Qs cromossomos foram separados e recomp «nados 


tul forma que cada molécula do DNA esteja presente em quatro 
cópias. A célula* entào. entra em duas rodadas de divisão celular» 
sem um eido interveniente de rcplkução do DMA. Isso reduz o 
conteúdo do DMA jo nível haplóide em cada gamei a 

Depois que o DMA for replicado durante a préfase da pri- 
meira divisão meiótica* u cópias resultantes do DNA permane- 
cem associadas a seus centrómeros e são referidas como çromã- 
tidrt irmãs. Nesse estágio* cada conjunto de quatro moléculas 
de DNA homólogas consiste em dois pares de crumitides. A in- 
formação genética è agora (ruçada entre as cromai ides homólo- 
gas intima mente associadas* nessa etapa, da mriosc* por meio da 
recombinaçào genética homóloga, um processo que envojve a 
quebra e a reunião do DNA (Fig. 25-28 J. Essa troça, também 
chamada de permutação Tcrossing uver"}, pode ser observada 
ao microscópio óptico. A permutação liga dois pares de cmmá- 
tides irmãs em pontos chamados de quiasmas. 


Centrômero 



fb] 


Figura 25-28 - Permutação (al A permutação freqüentemente produz 
uma troca de material genético. >:bi Os cromossomos homólogos de um 
gafanhoto são mostrados durante a prófase I da meuMe. Pontos 
plOS de união (qutasmasí são «videntes entre os doa parw homologes 
das oomãtides Esses qmasmas são a manifestação fisiça de eventos úê 
recombmação horrOloga an tenor {permutação) 
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Gene Gene 

S‘ A V V B 3‘ 


* 

V " 5' 

Uma quebra de fita dupla, cm um doa bumok^cn, t 
Convertida a uma taran* dc fita dupla pela açkr dc 
cfeonuricwv Fitas com eairemkUtk* 3* Ou menos 
degradadas do que aquelas com extremidade* $*, 
produõndo ottensóes de fita simples 3U 



Um par dc extremidades 3* exposto com o «ru 
LimiplementD no homólogo intato, A outra fita 
do duplex é deslocada. 

~ nr~ 


A extremidade 3' invadida é estendida pd* ONA 
puümerase mais a ramificação que migra, gerando 
[Lnjlmente unu molécula de DNA íi>m duti 
permutas chamadas de imcrmediirioa HotlkUy 

~Dr~—T~ 

J 

X 

I RepllciçRo subsequente do UNA substituí o DNA 
que fului a partir do sitio da quebra de fita dupla 
1 original, 


Divagem dos intcrmediArios de HoHidjy por 
nudewt* específica* gera ambos os produins de 
tecambinaçao No produto do conjuitlo 2, <* DNA. 
em j/nbot os lados da região sendo reparada, mi 
retumbmado 

1 


PmdtjiD do toniunto 1 Produto do conjunto 2 

<*) 



(b) 


Figura 25*29 Recombinação durante a meiose (a) Modelo de repa- 
ro da quebra de fita dupla para a recombinação genética homóloga, 0$ 
dois cromossomos homólogos envolvidos nesse evento recombinante 
possuem seqüénclas similares Cada um dtas dois genes mostrados pos- 
sui diferentes «leto nõs dcws cromossomos. As fitas de ONA e os ãlelos 
são coloridos d iferení emente de forma que os seus destinos possam ser 
seguidos. As etapas são descritas no texto. (b) Um intermediário Holliday, 
formado ç-nti* dois plasmídtos bacferianos ín mo, como vistp ao micros» 
oópioeielrônuo Os intermediários foram nomeados por Robin Hollidáy. 
quem primeiro propôs sua ewstènda, em 1 964 


A permutação efetivamepté liga iodas as quatro cromátides 
homólogas, uma ligação que é essencial para a segregação apro- 
priada dos cromossomos em divisões celulares mdóticas subse- 
q dentes, A permutação não ê um processo ínle iramente ao aca- 
so, e *pontos quentes" têm sido identificados em muitos cro- 
mossomos eu cari óticos, Entretanto, a suposição de que a 
permutação pode ocorre? com igual probabilidade em quase 
qualquer ponto ao longo de dots cromossomo* homólogos per- 
manece uma aproximação reoávrl, em muitos casos, e é essa 
suposição que permite o mapeamento genético dos genes, A fre- 
quência de recombioaçio em uma região, separando dois pon- 
tos em um cromossomo, é aproximadamente proporcional à dis- 
tância entre os pontos, permitindo que sejam determinadas as 
posiçòes relativas e as distâncias entre genes diferentes. 

A recombinaçJo homóloga sem. dessa forma, a pdo me- 
nos três funções identificáveis: U 1 ela contribui para o reparo 
de vários tipos de lesão do DMA; (2 ! ela fornece, nas cdulas eu- 
cariòtkas, uma ligação tísica irmsttõria entre as cromátides, que 
promove a segregação ordenada dos cromossomos na primeira 
divisão cetukr da meiose, e i 3) eh aumenta a diversidade gené- 
tica da população. 

A recombi nação durante a meiose 
é iniciada com quebras das fitai duplas 

Uma provável via para a recombinação homóloga, durante a 
meiose, é esquematizada na Figura 25-29a. 0 modelo apresenta 
quatro características -chave, Primeira, os cromossomos homó- 
logos são alinhados. Segunda, uma quebra da fita dupla em uma 
molécula de DNA é aumentada por uma exonudease, de forma 
que uma extensão de fita simples com um grupo hidroxila 3 H 
livre é deixada na extremidade quebrada (etapa ® na Fig. 25- 
29a), Terceira, as extremidades 3* expostas invadem o DNA dú- 
plex intacto, e isso é seguido pela migração da ramificação (Fig. 
25-30) é/ou pela replicação para criar um par de estruturas de 
permutação, chamadas de junções de Holliday (etapas ©a ©). 
Quarta, a divagem dc duas permutações cria dois produtos re 
combinantes completos (etapa 



figura 25-30 - A migração da ramkfkaç&o Quando uma fita molde 
parçia com duas fitas complementares diferentes, uma ramificação é for- 
mada no ponto em que as três fitas Complementares se encontram. A 
ramificação “migra*' quando um par de bases de uma das duas fitas 
complementares for quebrada e substituída por um par de base da outra 
fita complementar, bla ausência de uma enzima para direcioná-lo, esse 
processo pode mover a ramificação espontaneamente em qualquer dire- 
ção A migração da ramificação espontânea e bloqueada toda vez que 
uma das fitas complementares possuir uma sequência não idêntica á outra 
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Nesse modelo de reparo com quebras das filas duplas para 
a recumhinaçán, as extremidades 3' sáo usadas para iniciar a troca 
genética. Assim que pareada* com a fita complementar nu ho- 
mólogo intacto, uma regiio de DNA híbrido é criada, contendo 
fitas complementares de dois DNAs parentais d iferenle* ( i> pro- 
duto da etapa © tí a Fig, 25-29a). Cada uma das extremidade* 3* 
pode. entào. agir como um iniciador para a replitaçáu do ON A. 
As estruturas que *ào formadas chamadas de intermediários de 
Hollidav (Fig. 23- 29b), são uma caraterística das vias de re- 
cornbinaçlo genéticas homólogas em todos os organismos. 

A recombi nação homóloga pode variar em muitos detalhes 
de uma opecie para outra, entretanto a maiona das etapas es- 
quematizada* anteriormente está geralmente presente de algu- 
ma fbnreu Ha duas maneiras de se divar ou “resolver" o inter- 
mediário HotUday. de forma que os dois produtos recomhinan- 
les carreguem õí genes na mesma ordem linear que a dos 
substratos {os cromossomos não-recombinarfos, originai*!. Sc 
divado de uma maneira, o DMA que flanqueia a região, que con- 
tém o DMA híbrido, não e recombinada; se clivado de outra ma- 
neira» o l>NA flanqueado é recomhinado {etapa ® da Fig. 25- 
29a), Ambo* os resultados são observados, irt vivo. tanto nos 
procariotos quanto nos cuca rio tos. 

A recombi nação homóloga, ilustrada na Figura 25-29, é um 
processo muho daborado com sutis consequências molecula- 
res para a geração da diversidade genética. Fara compreender 
como esse processo contribui para a diversidade, é Importante 
observar que dois cromossomos homólogos que sofrem recom- 
binaçao não são necessariamente idênticos. A disposição linear 
dos genes pode ser a mesma, mas as sequência* de bases, em 
alguns dos genes, pode diferir sutil mente (em aldos diferentes), 
Em um homem, por exemplo, um cromossomo pode conter o 
gene normal para a hemoglobina (hemoglobina A), enquanto o 
o litro pode conter o ale lo para a hemoglobina 5 f M $kkie-cdl 
mutation". ou * mutação da célula falriformeb A diferença pode 
representar náu mais que um par de bases entre milhões. A rc- 
combi nação homóloga não a hera a disposição linear dm gene*, 
mas pude determinar quais aJek» se tomam ligados a um único 
cromossomo. 

À recombi nação requer enzimas especificas 

Enzimas que promovem virias etapas da reeomhinação homólo- 
ga foram isoladas, tanto em procariotos quanto em eucariotos. 
Na £. ooü» os genes retA. B. C t D codificam a enzima KecBCÜ. 
que possui tantó a atividade helicase como a nudease. A pnotei- 
na RecA promove todas as etapas centrais do processo de re- 
combinação homóloga: o pareamento dos dois DM As. a forma- 
ção dos intermediários HolJiday e a migração da ramificação 
{como descrito a segui r), As proteínas Ruvà e B formam um 
complexo que se Jiga aos intermediários de Holliday, deslocam a 
prole: na RecA c promovem a migração da ramificação a veloci- 
dades maiores do que faz a RecA, Nudeases que divam esped fica- 
mente os intermediários hiolliday, frequentemente chamadas de 
resolva.se*, têm sido isoladas de bactérias e de levedura. A proteína 
RuvC é uma de, pelo menos, duas de tais nud cases na E. coli, 

A enzima RecBCD se liga ao DMA linear em uma extremida- 
de livre (quebrada) e se move parn dentro da dupla hélice, desen- 
rolando e degradando o DMA etn uma reação acoplada à hidróli- 
se do ATF (Fig, 25-31). A atividade da enzima é alterada quando 
ela Interage com uma seqüéncia chamada chi, (5')GCTGGTGG, 
A partir desse ponto, a degradação da fita com um terminal 3' é 
muito reduzida, mas a degradação da fita terminal 5 f é aumen 
tada. Um DMA de fita simples com uma extremidade V é, por- 
tanto, criado, uma estrutura usada durante etapas wbscqúetm* 


5" 

3 ' 


Enzima 




Atividades das enzimas hditra e nuclne 
degradam o ONA. 


OH 3" 



A» ajirigír wim sequência ih j. j auvniiJr 
nudcáüicjí, n* fim ci*m a cnremkUde 3’. i 
suprimida. A outra fita contiiuu a sser 
degradada, gerando una cxlremidade 3 r 
ler minai de fila simples. 



Figura 25-31 - Atividades helicase e nudease da enzima RecBCD 

Ao entrar na extremidade de uma dupla fita, a RecBCD desenrola e de- 
grada o DNA até que ela encontre uma seqüénei# chi A interação com 
cht altera a atividade da RecBCD de tal forma que eia gera um DNA de 
fita simples com uma extremidade 3'. adequado para a* etapas subse- 
quentes na recombi nação A movimentação da enzima requer htdrótae 
do ATP Acredita-se que essa enjima açuda a miciar a recomfairiaçáo ge- 
neita homologa na f cok £!a larnbém esiá «notada no nepam de ftós 
duplas quebradas nas torquifoas de redução çolabadas 


na recom b inação {Fig. 25-29). At 1.009 sequências dn espalha- 
da* no genoma da £ coli promovem a recombinação rus regiões 
onde das ocorrem. Sequência* que aumentam a frequência de 
rtxumhinaçào foram Urnbérn identificadas cm vários outros or- 
ganismos. 

A proteína RecA é incomum cnirc e proteínas do metabo- 
lismo do DMA no sentido de que sua forma ativa, é um filamen- 
to helicoidal ordenado, de até vários milhares de monòmeros da 
RecA que se montam cooperai ivamcntr no DMA (Fig. 25-32). 
Esse filamento normalmente se forma cm uma fita simples de 
DNA, tal como aquela produzida pela enzima RecBCD. O fila- 
mento se formará também cm um DNA dúplex com uma lacu- 
na de fita simples. Nesse caso. os primeiros monômero* da RecA 
se ligam au DNA de fita simples na lacuna, depois que o fila- 
mento montado rapidamente envolve a vizinhança de fita du- 
pla. As proteína* RecF, RecO e RecR regulam a montagem e a 
desmontagem dos filamentos de RecA, 

Um modelo útil para ilustrar a* atividades de re combinação 
do filamento de RecA é a reação, in vifro„ de troca de fita do DNA 
(Fig. 25-33). Um DNA dúplex homólogo é levantado e alinhado 
com um DNA de fita simples já ligado com o filamento RecA. Aí 
fitas são entào trocadas entre os dois DNA* para criar o DNA 
híbrido. A troca ocorre a uma velocidade de ó pares de base* por 
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(a) (b) 


Figura 25-32 - R«A (a) Filamento nucleaprotéica da proteína RecA em um DNA de fita simples, coma visto ao microscópio eletrónico. 
As estriações indicam a estrutura helicoidal de direção da mão direita do filamento. (b) Modelo da superfície de contorno da estrutura 
molecular de um filamento de 24 subun idades da RecA. O filamento possui seis subumdades por volta. Uma subunídade estã colorida em 
vermelho para fornecer perspectiva. 


PNA de fita simples 
circular 


DNA dúplcx circular com 
lacuna na fila simples 



O 


Homólogo linear 
do DNA duplex 


A proteína RecA se liga à fita simples ou à lacuna de 
DNA, A fita complementar do DNA linear parda com a 
fita simples circular. A outra fita linear é deslocada (à 
esquerda] ou partia com sua complementar no dúplex 
circular para produzir uma estrutura Holtiday U direita}. 




Migração continua da ramificação produz um dúplex circular 
com um corte e uma fita deslocada O ew]uerda) n nu um dúplex 
linear de uma fita parcialmcntc simplen (à direita). 


Figura 25-33 - Reações de troca da fita do DNA promovida pela 
proteína RecA m vríra. A troca de fita envolve a separação de uma fita 
da sua complementar em um DNA dúplex. e a transferência dessa fita 
para uma fita complementar aftern ativa, para formar um novo DNA du- 
plex (heteradúplex). A transferência forma um intermediário ramificado 
A formação do produto final depende da migração da ramificação, que é 
facilitada pela RecA. A reação pode envolver três fitas (ã esquerda) ou 
uma troca reciproca entre dois dúplex homólogos — quatro fitas ao todo 
(à direita). Quando quatro fitas estão envolvidas, o intermediário ramifi- 
cado resultante é uma estrutura Holliday, A proteína RecA promove as 
fases de migração da ramrficação dessas reações, usando a energia deri- 
vada da hidrólise do ATP. 


segundo e progride na direto 5'->3\ relativa ao DNA de fita 
simples dentro do filamento. Essa reação pode envolver três ou 
quatro fitas (Fig. 25-33); no ultimo caso, uma estrutura HoUí- 
day se forma durante o processo. 

k medida que o DNA dúplex é incorporado dentro do fila- 
mento da RecA e alinhado com centenas de pares de bases do DNA 
de fita simples, uma fita do dúplex troca parceiros pareados { Fig. 
25 -34b). Pelo fato de o DNA ser uma estrutura helicoidal, a tro- 
ca continuada de fitas requer uma rotação ordenada dos dois 
DNAs alinhados, Isso ocasiona uma ação de embobinamento (Fig. 
25-34c, d) que move 0 ponto de ramificação ao longo da hélice. O 
ATP é hidrolísado pela proteína RecA durante essa reação. 

Assim que um intermediário Holliday é formado, uma mul- 
tidão de enzimas — topoisomerases* a proteína de migração da 
ramificação RuvAB, uma resolvase, outras nudeases* a DNA 
polimerase I ou ill e a DNA ligase — são requeridas para com- 
pletar a recombinação. A proteína RuvC (M r 20*000) da E. mH 
cliva os intermediários Holliday para gerar pedaços inteiros de 
produtos cromo ssó micos não -ramificados, 

Todos 05 aspectos do metabolismo 
do DNA reúnem-se para reparar 
as forquilhas de repli cação paradas 

Como todas as células* as bactérias carregam altos níveis de le- 
são do DNA, mesmo sob condições de crescimento normal. A 
maioria das lesões é reparada rapidamente por excisão de base, 
por excisão de nucleotídeo e por outras vias já descritas. Entre- 
tanto, quase toda forquilha de replicação bactenana encontra 
uma lesão do DNA não-reparada ou quebra em algum ponto na 
sua jornada que vai da origem ao término da replicação (Fig. 
25-26). A DNA polimerase III não consegue passar por muitos 
tipos de lesão, e esses embates tendem a deixar a lesão com uma 
lacuna na fita simples. Um embate com uma fita de DNA que- 
brada cria uma quebra da fita dupla. Ambas as situações reque- 
rem reparo de recombinação do DNA (Fig, 25-35). Sob condi- 
ções normais de crescimento, as forquilhas de replicação para- 
das são reativadas por uma via de reparo elaborada, abarcando 
o reparo de recombinação do DNA, o reinicio da replicação e 0 
reparo de qualquer lesão deixada para trás, Todos os aspectos do 
metabolismo do DNA se reúnem nesse processo. 

Uma vez que a forquilha de replicação tenha sido parada* ela 
pode ser restaurada por, pelo menos, duas vias principais, am- 
bas as quais requerem a proteína RecA, A via de reparo para le- 
sões, que contém lacunas de DNA, também requer as proteínas 
RecF, ReeO e RecR. O reparo de quebras de fita dupla requer a 
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Figura 25-34 - Moda lo para a troca da fita da DNA 
mediada peia proteína RecA, Uma reação de três fitas é 
nrvostrada. As bolas, representando a proteína RecA, estio 
de tamanho menor que d normal quando comparadas á 
espessura do DNA, para clarificar o destino das fitas de 
DNA. (a) A proteína RecA forma um filamento na fita sim- 
pfes do DNA. (b) Um dúplex homólogo se incorpora nesse 
complexo, (c) A medida que o embobinemento desloca a 
região das três fitas da esquerda para a direita, uma das 
fitas no dúplex é transferida à frta simples original mente 
ligada ao filamento. A outra fita do dúplex è deslocada e 
uma nova dúplex è formada dentro do filamento. A medi- 
da que a rotação continua (d e e), a fita deslocada é final- 
mente separada completamente. O ATP £ hidrolisado pela 
proteína RecA durante essa troca de fita. 
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enzima RecBCD (Fig. 25-35b). Etapas de recombinação adicio- 
nais são seguidas por um processo chamado de reinicio da repli- 
cação independente da origem, em que a forquilha de replicação 
é remontada com a ainda de um complexo de sete proteínas 
(PriA, B e C e DnaB, C, G e T). Esse complexo, originalmente 
descoberto como um componente requerido para a replicação 
do DNA $X1 74 íti vifro, ê agora chamado de ínicíossoma de rei- 
nicio da replicação. O restauro da Forquilha de replicação tam- 
bém requer a DNA poli mera se II, um papel ainda não definido, 
abrindo caminhes à DNA polimerase III para a replicação exten- 
siva, geral mente requerida para completar o cromossomo. 

O reparo das forquilhas de replicação paradas exige uma 
transição coordenada da replicação para a recombínação e de 
volta para a replicação. As etapas de recombinação funcionam 
para preencher a lacuna de DNA ou reunir o ramo de DNÀ que- 
brado para recriar a estrutura de DNA ramificada na forquilha 
de replicação. Lesões deixadas para trás, no que é agora um DNA 
dupla fita, são reparadas por vias de reparo como a excisão de 
base ou a excisão de nucleotídeo. Assim, uma grande variedade 
de enzimas, abarcando cada aspecto do metabolismo do DNA, 
participa no reparo de uma forquilha de replicação parada. Esse 
tipo de processo de reparo é daramente uma função principal 
do sistema de recombinação homólogo de toda célula, e defeitos 
no reparo de recombinação do DNA desempenham um impor- 
tante papel em doenças humanas (Adendo 25-1). 


À recombinação sítio-específica 
resulta em rearranjos precisos do DNA 

A recombinação genética homóloga pode envolver duas sequên- 
cias homólogas quaisquer. A recombínação, em um tipo de pro- 
cesso muito diferente, é limitada a scqUéncias específicas, FssaS 
reações de recombinações ocorrem em praticamente toda célu- 
la, preenchendo papéis especiais que variam muito de uma es- 
pécie para outra. Exemplos incluem a regulação da expressão de 
certos genes e a promoção de rearr anjos de DNA programados 
durante o desenvolvimento embrionário ou em ciclos de repli- 
cação de alguns DNAs virais ou plasmídiak. Cada sistema de 
recombinação sítio- específica consiste em uma enzima chama- 
da de recoinbinase e em uma seqüénda curta única de DNA (de 
20 a 200 pares de bases) em que a recombinase age (o sítio de 
recombinação). Uma ou mais proteínas auxiliares podem regu- 
lar o tempo ou a saída da reação. 

Estudos in vitw de muitos sistemas de recombinação sítio- 
específica elucidaram alguns princípios gerais, incluindo a via 
da reação fundamental (Fig, 25 -36a). Uma recombinase separa- 
da reconhece e se liga a cada um de dois sítios de recombinação 
em diferentes moléculas de DNA ou dentro do mesmo DNA, Uma 
fita de DNA, em cada lado, é clivada em um ponto específico den- 
tro do sítio, e a recombinase torna-se covalentemente ligada ao 
DNA no sítio de clivagem por meio de uma ligação fosfotirosi- 
na (ou fosfóserina) (etapa (T)), A ligação transitória proteína- 
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Figura 25-35 - Modelo para o reparo da necombinação do DNA das 
forquilhas da replkaçâo paradas (a) A fonquilha de nepHcação colabã 
ao encontrar uma lesão de DNA (a esquerda) ou uma quebra de fita (à 
direita}. £b) Enzimas de recumbi nação promovem a transferência da fita de 
ONA necessária para reparar a estrutura do DNA ramificada na forquilha 
de replicação. Uma lesão em uma lacuna de uma fita simples é reparada 
em uma reaçáo, requerendo as proteínas RecF, RecO e RecR. Quebras de 
fiías duplas de DNA são reparadas em uma via, requerendo a enzima RecB- 
CD. Ambas as vias requerem RecA. (tí Intermediários de recombi nação slo 
processados por enzimas adicionais (por exemplo, RuyA, RuvB e RuvC r que 
processam intermediários Holliday), Lesões no DNA de fita dupla são repa- 
radas pelo reparo de excisâo de nucleotídeo ou de outras vias. (d) A forqui- 
lha de neplicação è estabelecida com a ajuda de enzimas que catalisam o 
retnlcro da replicaçio, independentemente da origem, e a replicaç&o do 
cromossomo é completada. O processo global requer uma coordenação 
elaborada de todos os aspectos do metabolismo do DNA bacteriano. 
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D NA preserva a ligação fosfodiéster perdida na divagem do DMA 
e to- fatores de alta energia, tomo o ATft são desnecessários nas 
etapas subsequente 1 *. As fitas de DNA clivadas são reunidas aos 
novos parteiros, formando um intermedia rk> hfolEiday tom as 
novas ligações füsíodiásteTes criadas às expctisas da ligação proteí- 
na -DNA (etapa © da Fig. 25-36a|. Pira completar a reação, o 
processo deve ser repetido em um segundo pon to dentro de cada 
sitio de recombinação ( etapas (3) e Em alguns sistemas, 
ambas as fiU* de cada sítio de recombiruçãa devem ser cortadas 
concomitan temente e reunidas aos novos parceiros sem o inter- 
mediário Holliday. A troca é sempre reciproca c precisa, de forma 
que os iiticis de recombinação são regenerados depois que a rea- 
ção estiver completada, A recombmase pode ser vista como uma 
endonudeus? titio-espedfiea e uma ligase em um único pacule. 

As scqúêndas dos sítios de recombinação, reconhecidas por 
estas recomhinases sítio -específicas, são parcial mente assimé- 
tricas (nâo-palmdrâmicãs), e os doi,s si tios de recombi nação são 


alinhada na mesma oricniação durante a reação da recomhina- 
se. A reação pode ter vária* saídas, dependendo da localização 
rela t iva e da orientação do* si lios de recombinação í Fig. 25- J7X 
Se os dois si Lios estiverem na mesma molécula de DNA. a rtação 
resultará em inversão ou ddeçán do DNA entTe eias. dependen- 
do se os sítios possuírem orientação oposta ou a mesnu. res- 
pectivamente, Caso os sítios meiam em DNAs diferentes, a re- 
combinação é in term olee u lar e ocorre uma inserção se um ou 
ambos os DNAs forem circulares. Alguns sistemas são alúmen- 
te específicos para uma dessas reações c agem apenas em sítio* 
tom orientações particulares, 

Ü primeiro sistema de recombinação silkt-especifica iden- 
tificado e estudado iti vrfnf foi aquele codificado pelo bacterió- 
fago X. Quando o DNA dn lago X entra em uma célula da £. rali 
sucede uma série complexa de eventos reguladores que conduz 
o DNA a um de dois declino*. Q DNA X ou se replica e produi 
mais bacteriófagos (destruindo a célula hospedeira) ou se mte- 
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Figura 25-36 - Uma reação da recombinação sl tio-específica (a) A reação mostrada e para um tipo comum de recom binasps sitioespwlhcáS 
chamada de recombinases da classe Integrase (nomeada depois da mtegráse do bactenüfago X, a primeva a ser caracterizada). A teaçao é realizada 
dentrp de um tetrâmero de subun idades idênticas. As subun idades da reíombinase se ligam a uma seqüència especifica, freqüente mente chamada de 
sitio de recombinação. O Uma fita em cada DMA e clivada em pontos especiais na seqúênoa. O nudeofUico é o grupo OH de um resíduo de Tyr no 
centra ativo, e o produto é uma ligação fosfbtirasina entre a proteína e o ONA. ©As fitas quebradas se unem a novos parceiros, produzindo um 
intermediário Holliday. As etapas 0e® completam a reação por um processo semelhante às doas primeiras etapas. A seqüènoa original do sftio dí 
recombinação e regenerada, apôs a recombinação do DNA que flanqueia o sítio Essas etapas ocorrem em ura complexo dé subumdádès múttipte da 
recombina» que. ás vezes, indui outras proteínas não mostradas aqui (b) Modelo da superfície de contorno das quatro sub unidades da mecorabmw 
da ciasse mteqrase chamada de récombtnas# Cre, ligaria á estrutura de ura Hitermediáno de recofnfrnaçào Hoüiday mostrado era litas da nelice em 
azuklaro e a/ut-escuro. A proteína está representada em transparência para que o DMA ligado possa ser visuaUzado 
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Figura 2S-37 - Efeitos da recorri binaçso sítio-espftdflca A conseqüéneia da recombi nação sítiQ-KpeçIliça depende da localização e da 
onentaçfo dos sítios de retombinação (em vermelho e azul) em uma motécuto de DMA de fita dupla A orientação aqui se refere ã ordem dos 
nucleoUdeos no sitio de recomb inação, e nâo è direção 5 '-*3' («} Sítios de recomb inação com onenlaçãe oposta na mesma molècuia de 
DMA O resultado serà uma inversão <bj Sítios de recomtoinaçào com a mesma orientação, quer em uma modula de DMA (produzindo uma 
deteção), quer em duas moléculas de DMA (produzindo uma inserção) 
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Figura 25-33 - integração e extisào do DNA do bactwiòtago X no sítio- alvo cromossõmico O sítio de ligação no D NA do fago t. íaffP) 
compartilha apenas 1 5 pares de bases de hcmologia completa com o sito bacleriarto (aftB) na região da permuta A reação gera dois novos sinos 
de ligação (atfft e a rrL), flanqueando o DNA do fago integrado A recombinase é a iniegrase X (ou proteína (NT) A i^tegr ação e a exosão usam 
SlbOS de bgação distmos e proteínas au«1tarps drferentes A exosão usa as proteínas XIS, codrficadas pelo baclendlago, e RS. codftcada pela 
baciéna Ambas as reações requerem a proleína HF { Vitegration hqp /xioT, ou falor de miegração do hospedeco). coddicada pela baneoa 


gra no cromossomo hospedeiro, replicando passivamente junto 
ao cromossoma pof mu: tas gerações. A integração é realizada por 
uma f ecombma.se codificada pdo íagn (mlegrase /.} que age em 
iftios de recombinação nr» DNAs do fogo e da bactéria* chama- 
dos de sfiios de legação aííP e an B, respectiva mente í Fig. 25-M). 

O papel da recombiriação sitio -especificai na regulação da 
expressão gémea é considerada no Capitulo 28. 

A replicação completa do cromossamo pode 
requerer a recombinação sítio-cspedfíca 

O repam do DNA recombinacionnl dc um cromossomo circu- 
lar bacterianOi embora essencial às vetes» gera subprodutos de- 
letérios. A resolução de uma junção Hollidayç na forquilha de 
rcplicaçãn, por uma mídease como a RuvC, seguida pelo térmi- 
no da replicaçáo, pode dar origem a um ou dois subprodutos: os 
dote cromossomos nronoméricos usuais ou um cromossomo 
dímérko contíguo (Fig. 25-39). No ultimo caso, os cromosso- 


mos ligados covalentemente não conseguem se segregar nas cé- 
lulas filhas na divisão celular, e as células divididas se tomam 
“grudadas”. Um sistema de retombinaçãu sitio-especifica espe- 
cializado na E, cotú chamado de sistema XerCD r converte os cto- 
nuMsomos dimericos em cromossomos monomérkos de forma 
que & divisão celular pode prosseguir. A reação é uma deteção 
sltio-espeeifka {Fig. 25-37b), Esta é um outro exemplo da tmi- 
ma coordenação entre o processo de recombinaçãn do UNA e 
outros aspectos do metabolismo do DNA, 

Elementos genéticos transponíveis 
se inovem de uma localização para outra 

Consideraremos agora como a recomhinaçâo permite a movimen- 
tação de elementos transponíveis ou transposons. Esses são seg- 
mentos de DNA encontrados virtualimenie em todas as células, 
que se movem ou *altam" de um local em um cromossomo (o 
sitio doador) para outro no mesmo ou em outro cromossomo 







Figura 25 39 - Deleçào do DMA para daslazer um efeito dcieiério 

do reparo de recombi nação do DMA A resoloçâü de jm intermediário 
de Halliday, durante 0 reparo de necomblnaçâo do D NA, pode (se cortado 
nos pontos indicados pelas setas vermelhas) gerar um cromossomo dimé- 
rlco contíguo. Uma recombinase sítio-específica especializada da f c vii, 
chamada de X#rCD, convérteodirneru em monômeros, permitindo o pros- 
wtjuimento oa segregação do cromossomo e da divisão cel u!ar 


i ii(to-alvo). A homologi* de sequência no DNA não e usual men- 
le requerida para esse movimenta chamado de Lransposivão; a 
mtva localização c escolhida, mais ou menos,, aleatoriamente A 
inserção de um transposon em um gene essencial poderia malar 
uma célula, dessa forma, a transposição é fortemente regulada e 
usualmente muito infrequente, Os tmnspo&ons são talvez os mais 
simples dos parasitas moleculares, adaptados a replicar pasaiva- 
mente dentro do cromossomos das células hospedeiras, tim al- 
gum casos, des carregam genes que são uteU para a célula hospe- 
deira e existem em uma espécie de simbiose com o hospedeiro. 
Às bactérias possuem duas classes dr iransposons. Sequências 
de inserção ítransposuns simples I contém apenas as sequências 
requeridas para a sua transposição e os genes para proteínas I tram- 
posdseí ? que promovem o processo . Trinsposons complexos con- 
tém um ou mais genes, além daqueles necessários para a transpo- 
sição. Esses genes adicionais podem, pur exemplo, conferir resis- 
tência aos antibióticos e, portanto, aumentar as chances de 
sobrevivência da célula hospedeira O espalhamento dos elemen- 
tos de resistência aos antibióticos nas populações de bactérias cau- 
saduras de doença que está tomando alguns antibióticos inefica- 
zes ípàg. 717) é mediada em parte pela trauspowção- 

Transposons bacierianos variam em estrutura, mas a maio- 
ria possui repetições curtas, em cada extremidade, que funcio- 
nam como sítios de Ligação para a transposase. Quando a trans- 



Flgura 25-40 - Duplicação da seqúênoa de DMA em um silio-alvo 
quando um transposon é inserido As sequências duplicadas sáu mos- 
tradas em vermelho. Essas seqüências sao, geral mente,, de apenas uns 
poUCOS pares de bases de comprimento, de forma tal que seu tamantio 
(comparado àquele de um transposon tlprCü) está muito exagerado ne*- 
íe esquema. 


posição ocorre, umi vrquência curta no sítio-alvo (5 a 10 par» 
de bases) é duplicada para formar uma repetição curta adicio- 
nal que flanqueia cada extremidade do irinsposon inserido ( Fig. 
25-40). Esses segmentos duplicados resultam do mecanismo de 
corte usado para inserir um trampnsnn em um DNA, em uma 
nova localização. 

Há duas vias gerais para a transposição nas bactérias. Na 
transposição simples ou direta (Fig, 25-41, à esquerda), cortes 
em cada lado do iranspo&on excisam-no eo transpõem se move 
para uma nova Localização. Uso deixa uma quebra nas fita* du- 
pUs do DNA doador, que precisa ser reparada, No sitio- alvo* 
um corte alternado c feito (como na Fig 25-40], o tramposon é 
inserido dentm tia quebra, e a replicação do D NA preenche as 
lacunas para duplicar a sequência do sliio-alm Na transposi- 
ção replica t iva (Fig, 25-41. ã direita), n iransposon inteiro é re- 
plicado, deixando uma cópia atrás, no local do doador. O co- 
integnido é um intermediário nesse processo, consistindo da 
região doadora covalen temente ligada ao L>NA no sítio- alva 
Duas cópias completas do tiansposon estão presentes nesse co- 
integrado, ambas tendo a mesma orientação relativa no D NA 
Em alguns traruposons hem caracterizados, o intermediário é 
convertido em produtos pela recomb inação saiio-espcrifica, em 
que recumbmases especializadas promovem a reação de dek- 
ção requerida- 
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Figura 2S-41 - Duas viãl gerais pira a transposição: dirata {simples ) 
* replkátiva {■> O DMA è pn mentí clrvado em cada lado do transposon, 
nos sítios mdicaòos petas setas íb) Os grupos hidnoxila 3\ liberados nas 
extremidades do transposan, agem como nucteúfilos em um ataque direto 
is ligações fasfbdiÉsteres no DMA^fvo. As ligações fosfodièsteres alvo sâo 
alternadas {e nâo uma acima da outra) nas duas fitas do D NA. (c) 0 trans- 
poson esta agora ligado no DNA-aivo Na transposição direta, a repkaçâo 
preenche as lacunas em cada extremidade. Na transposição replicativa, o 
Iran&poson inteiro é replicado, criando um intermediário co-mtegrado (d) 0 
co* integrado é freoüentemente resolvido depois com a ajuda de um siste* 
ma de retombinaçáo sifro-especflica separado. O DNA hospedeiro clivado, 
deixado atrás depois da transposição direta, á ou reparado pela junção dás 
extremidades do DMA ou degradado ínèo mostrado). Q úítimo icsuttidD 
pode ser letal para um organismo 
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Os eucariotos também possuem tfan&poaons, estrutural- 
mente semelhantes aos transposans bactéria nos, e alguns usam 
mecanismo* de transposição semelhantes, fcm outros casos, en- 
tretanto, o mecanismo de transposição parece envolver um RN A 
intermediário. A evolução desses irmsposons está mtedigjda 
com j evolução de certas classes de virus de RNA. Ambos serio 
descritm ms próximo capitulo. 

Os genes de imunoglobulina 
são montados por reccwnb inação 

Alguns rearranjos do DMA são parte de um programa do desen- 
volvimento nos organismos rucanoios. Um importante exem- 
plo é a geração dos genes completos de imunoglobulina a partir 
de segmentos de genes separado* no* gen ornas dos vertebrados, 
Um mamífero, como o homem, é capa/, de produzir milhões de 
imunoglobulinas (anticorpos} diferentes, com distintas esperi- 
fi cidade* de ligação, mesmo que õ genoma humano contenha 
apenas cerca de 100,000 genes, A recombímção permite a um 
organismo produzir uma extraordinária diversidade de anticor- 
pos a partir de uma capacidade limitada de codificação no DNA, 
Estudos do mecanismo de reco mbi nação revelam uma relação 
estreita com a transposição do DNA ê sugerem que esse sistema 
de geração da diversidade dos anticorpos possa ter se desenvolvi- 
do a partir tfc uma invasão celular antiga de iransposoiis. 

Os genes humanos, que codificam proteínas da ciasse da imu- 
nogjnbulina G (IgGj, podem ser usados para Justrar como a di- 
versidade dos anticorpos é gerada. As ímunoglobutinas consis- 
tem de duas cadeias poUpeptídkas pesadas e duas leves (veia Fig. 


7- 23). Cada cadeia possui duas regi fies, uma região variávd, com 
uma seqüéncia que difere cnormemente de uma tmunoglobuluu 
para outra, e uma região que é virtualmente constante em uma 
classe de imunqgEahuiitu, Há também duas famílias dtstinusdr 
cadeias leves, chamada* de kãppa ç Limbda^ que diferem nas se- 
quências de suas regióes constantes, Para cada um dos três tipo de 
cadeias polipeptidkas ( cadeia pesada e cadeias leves kippa ou Jám- 
bda) w a diversidade nas regiões variáveis i gerada por um meca- 
nismo semelhante. Os gene* para esses polipeptideos estio dnv 
didos em segmentos, e o gmoma possui agregados, contendo ver 
sóes multiptas de cada segmento. A união de uma versão de caá* 
um dos segmentos cria um gene completo. 

A Figura 25-42 descreve a organização do DNA que codifka 
as cadeias leves kàppa da IgG humana r mostra como uma ca- 
deia leve kàppa madura é gerada. Nas células indiferenciadas, a 
informação codificadora para essa cadeia polipeptidica t sepa- 
rada em trés segmentos, O segmento V (variável] codifica os 
primeiros 95 resíduos de aminoáddos da região variável, o seg- 
mento | ("/oLning" ou união) codifica os 12 resíduos restantes da 
região variável e o segmento C codifica a negiàn constante, O 
no ma contém cerca de 300 segmentos V diferentes, quatro seg- 
mentos | diferentes e um segmento C. 

À medida que uma célula -tronco na medula óssea se dite- 
renda pam formar um linfócito B maduro, um segmento V e 
um segmento 1 são unidos por um sistema de recomhiiuçãn 
especializado (Fig. 25*42). Durante essa deleção programada do 
DNA, o DNA interveniente é descartado. Há 1.2QG (300 * 4) com 
bmaçòes V-J possíveis. O processa de recocnbinaçlo nio é tio 
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preciso como a recombinação sítio-específica descrita anterior- 
mente, Uma variação adicional na sequência ocorre na junção 
V-J, o que aumenta a variação global por um fator de, pelo me- 
nos, 2 t 5: cerca de 3.000 {2,5 x 1.200) diferentes combinações 
V-J podem ser geradas, 

A união finai dessa combinação V-í à região C é acompanha- 
da por uma reação de processamento do RNA depois da transcri- 
ção, um processo descrito no Capítulo 26. Os genes para as ca- 
deias pesadas e as cadeias leves làmbdfl são formados de maneira 
semelhante. Pãra as cadeias pesadas, há mais segmentos gênicos e 
mais de 5,000 combinações possíveis. Pelo fato dc qualquer ca- 
deia pesada poder combinar-se com qualquer cadeia leve para ge- 
rar uma imunoglnbulina, cada homem possui pelo menos 3.000 
x 5.000 ou 1,5 x 1Q 7 IgGs possíveis. A diversidade adicional é ge- 
rada pelo feto de as sequências V estarem sujeitas a altas taxas dc 
mutação (de mecanismo desconhecido) durante a diferenciação 
do linfócito B. Cada Imfõrito H maduro produz apenas um tipo 
de anticorpo, mas a variedade de anticorpos produzidos pelas di- 
ferentes células é enorme, 

O mecanismo de recombinação para unir os segmentos V e J 
é ilustrado na Figura 25-43. Apõs cada segmento V e antes dc cada 
segmento J, estão as seqüências sinais de recombinação (RSS — - 
“recombination signal sequentes") Kl as são ligadas a proteínas 
chamadas de RAGl e RÀG2 (“recombination «ctivating gene” ou 
genes de ativação da recombinação). As proteínas KAG catalisam 
a formação de uma quebra de fitas duplas entre as seqüências sinais 
e os segmentos V (ou J) a serem unidos. Os segmentos V e J são 
então unidos com a ajuda de um segundo complexo de proteínas. 

Desenvolveu-se o sistema imune, em parte, a partir dos an- 
tigos transposons? O mecanismo para a geração das quebras das 
fitas duplas pela RAGl e RAG2 espelha várias etapas de reações 
na transposição ( Fig, 25-43), Além disso, o DK'A eliminado, com 
suas seqüências terminais RSS, possui um estrutura de sequên- 
cia encontrada na maioria dos transposons, No tubo de ensaio, 
RAGl e RAG2 podem associar-se a esse DNA eliminado e inse- 
ri -lo, como um transposon, em outras moléculas de DNA (uma 
reação que provavelmente acontece apenas raramente nos linfó- 
citos B). Embora não saibamos com certeza, as propriedades do 
sistema de reamnjo do gene da imunoglobulina sugerem uma 
origem intrigante em que a distinção entre hospedeiro e parasi- 
ta tornou-se indistinta pela evolução. 



Figura 25-43 - Mecanismo do rearranjo do gene da imunoglobuli- 

na, As proteínas RAGl e RAG2 se ligam a seqüêroas sinais de recombi- 
nação (RSS) e divam uma fita de DMA entre o RSS e os segmentas de V 
{□u J) a serem unidos. A hidroxila 2 r liberada então age como um nucleú- 
filo, atacando uma ligação fosfodiéster na outra fita para criar urna que- 
bra da fita dupla. As extremidades grampo resultantes nos segmentos V 
9 ) são clivadas, e as extremidades são ligadas covaiente mente por um 
complexo de proteínas especializado no reparo de umão das extremida- 
des das quebras da fita dupla. As etapas na geração da quebra da fita 
dupla catalisada pela RAGl e RAG2 são quimicamente relacionada ás 
etapas vistas nas reações de transposição. 


I Resumo 


A integridade do DNA é da maior importância para 
a célula, como mostram a complexidade e redun- 
dância dos sistemas enzimáticos que participam na 
replicação do DNA, reparo e recombinação e a ener- 
gia que esses sistemas requerem. 

A replícação du DNA ocorre com uma fidelida- 
de muito alta e dentro de um período de tempo 
design ado no ciclo celular, A replicação é semicon- 
servativa, com cada fita agindo como um molde para 
uma nova fita filha, A reação começa em uma se- 
qüência de DNA chamada de origem e usualmente 
prossegue bidircciomilmente. O [3 NA é sintetizado 
na direção 5'— #3' pela DNA poli mer ase, Na forqui- 
lha de replicação, a fita líder é sintetizada continua- 
mente na mesma direção em que a forquilha de re- 


plicação progride, A fita atrasada é sintetizada des- 
continuamente como fragmentos de Okazaki, que 
são subsequentemente ligados, A fidelidade da re- 
pliçação do DNA é mantida (1) pela seleção de ba- 
ses pela polimerase, (2) por uma atividade exonu- 
dease 3 r -45 r revisora, que é parte da maioria das 
DNA polimerases e (3) por um sistema de reparo 
especifico para os despareamentos deixados para trás 
depois da replicação, 

A maioria das células possui várias DNA poli- 
merases. Na K colí , a DNA polimerase 111 é a enzi- 
ma principal da replicação. A DNA polimerase I é 
responsável por funções especiais durante a repli- 
cação, recombinação e reparo. A replicação do cro- 
mossomo da E. coti envolve muitas enzimas e fato- 
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res protéicos organizados em complexos. A inicia- 
ção da replicaçãct requer a ligação da proteína DnaA 
à origem, a separação das fitas c a entrada das proteí- 
nas DnaB e DnaC para estabelecer duas forquilhas 
de replicaçãn. A iniciação é a única fase da replica- 
ção que é regulada. O processo de alongamento 
possui diferentes requerimentos para cada fita. As 
fitas dn DNA são separadas pela belicase DnaB, com 
a tensão topológica resultante aliviada pelas topoi- 
somerases, e as fitas simples do DNA ligadas a pro- 
teínas que estabilizam as fitas separadas. Na síntese 
da fita atrasada, a DnaC iniciase se liga à DnaB em 
intervalos regulares e sintetiza iniciadores curtus de 
RNA. Tanto a fita líder como a atrasada são sinteti- 
zadas pela DNA polbncrase III, e as sínteses são aco- 
pladas, Os RNA iniciadores são removidos e substi- 
tuídos por DNA pela DNA poiimerase í, e os cortes 
são selados pela DNA ligase. A síntese do DNA é 
terminada em sítios especializados em um cromos- 
somo bacteriano e requer várias proteínas, incluin- 
do as topoisomerases. A replieaçao é semelhante nas 
células eucarióticas, entretanto os cromossomos 
cucar ióticos possuem origens múltiplas de replica - 
ção. Várias DNA polimerases eucarióticas foram 
identificadas. 

As células possuem sistemas múltiplos para o 
reparo do DNA. O reparo dos despareamentos na 
E cqIí é direcionado pela submet ilação transitória 
das sequências {5')GATC nas fitas recém- sintetiza- 
das depois da replicação. Outros sistemas reconhe- 
cem e reparam a lesão causada por agentes ambien- 
tais, como a radiação, e agentes alquilardes e a lesão 
causada por reações espontâneas dos nudeotídeos. 
Alguns sistemas de reparo reconhecem e exdsam 
apenas as bases lesadas nu incorretas, deixando um 
sítio AP (apurínico ou aplrimidínico) no DNA. isso 
é reparado por excísão e substituição do segmento 
de DNA, contendo o sítio AR Outro sistema de re- 
paro de cxcisào reconhece e remove uma variedade 
de lesões volumosas e os dímeros de pirimidina. 


Alguns tipos de lesão do DNA podem também sei 
reparados pela reversão direta da reação que causa a 
lesão: dímeros de pirimidina são convertidos dire- 
tamente às pirimidinas monoméricas pela ídtoliase 
e o grupo metila na C^-metilguanina é removido 
por uma metiltransfcrase específica. O reparo su- 
jeito a erros é um processo de replicação especializa- 
do e mutagènico que ocorre quando a lesão do DNA 
é tão importante que a necessidade das células de 
replicar ultrapassa a necessidade de se evitar erras. 

As sequências de DNA são rearranjadas em rea- 
ções de recombinaçào, usualmente em processos 
fortemente coordenados com a replicação ou repa- 
ro do DNA. A recombí nação genética homóloga 
ocorre entre quaisquer dos dois DNAs que compar- 
tilham homologia de sequência. Na meiose (nos eu- 
cariotos), ela é um dos processos que criam a diver- 
sidade genética. A recombinaçào homóloga também 
è necessária para reparar alguns tipos de lesão do 
DNA. Um intermediário Holliday, uma permuta- 
ção entre as fitas de dois DNAs homólogos é forma- 
do durante o processo. Na E, coli , a proteína RecA 
promove tanto a formação dos intermediários Ha- 
ll iday quanto a migração da ramificação para esten- 
der o DNA heterodúplex, 

A recombinaçào sítio-específica ocorre apenas em 
seqüéndas-alvo específicas e esse processo pode tam- 
bém envolver um intermediário tiolliday. As necom- 
bínases clivam o DNA em pontos específicos e ligam 
as fitas a novos parceiros. Rsse tipo de recombinaçào 
é encontrado em praticamente todas as células, e suas 
muitas funções incluem a integração do DNA e a re- 
gulação da expressão gênica. Em praticamente to- 
das as células, pequenos segmentos de DNA, cha- 
mados de transpnsons, usam a recombinaçào para 
se mover dentro ou entre os cromossomos. Uma 
reação de recombinaçào programada relacionada à 
transposição une segmentos de genes da imuno- 
globulína para formar genes da ímnnoglobulina du- 
rante a diferenciação do linfódto 11 em vertebrados. 
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[problemas 


1. Cándut>6« do npcrimenui de Meselwm Stahl. O ei- 
perimenid de Meselaü n- Stahl {ve)a Fig. 25-2) provou que 
n DMA realijf4 replicarão semkonservatíva na £ círfi* No 
modelo ''dispersivo” da replicaçio do DNA, a*s filas de 
DNA parental] sáo clivadas em peça*s de tamanho alea- 
tófio e silo, eniaot unidas com pedaços dç DNA reném- 
rcplicndíi para produzir filhas dúplice, Nn modelo de 
Meseison-ísiahl. cada fita torueria segmento] aleatórios 
de DNA leve e pesado. Explique como os re&uhados do 
experimento de MneJson-Stáhl desuniram lai modelo* 

2. Anàfibe do i sot opo pesado m replicaçâo do DNA. Uma 
Culiurt de F_ Cofi. crescendo em um meio contendo 

! NH A3, i trocada para um meio contendo *M1,C1 por 
Ería íom aumenicr de oho wexo n* população). 

Qu*t ( a r«4o molar A> DNA htbndo f 'N- ^NJ para o 
DNA írw f l V >4 N) nesse ponto? 

3. Rrpfii_«\ào do cromossomo di £. cW). O cromossomos 
da £. tch contím 4.639.221 parrs de bases. 

(4) Quanus Toltas da dupla hdice devem ser desen- 
roladas duranie a repbcaçdo do cromosscKncs da E* cofi? 

(bl A panir dw dado* rtesle cap+iuk« quanto demo- 
raria psra te replicar o cromoaiomo da L cott » 37*t, se 
as duü IbfquLlhu dç replicaçáo começassem a partir da 
origem? ÀlflUflH que a replícação ocorra em uma veloci- 
dade de l.ÓOO pares de base* por segundo. Sob algumas 
cmtdiçflea, as cíiula® da E. coli podem dividir-se a cada 20 
minutos. Como isso seria possivelí 

{cl Na repLicação do cromossomo da r alu quantos 

pedaços dr dkaialsi seriam formados? Que fatores ga- 
ranlem que os numerosos fragmentos dt nkaraJti são 
montados na nrdem correta no novo DNAT 

4. tkunpofciçÁr, dr bues 6 os DNAi linlelixadcM ■ partir 
de moldo dr fku simples. Prediga a composição de ba- 
sea floe wocí espetaria no DNA total únietifado peia DNA 


pobmerue cm moldn fornecidos por uma mismra eqüi- 
moiccular das duat filas complementares do DMA do 
bacteriòfago circular $X174 (uma molFcula circular), A 
composiçío de baür de uma fita í A> 24.7%; G. 24,1%: C. 
líS,5% c T, 32,7%. Que suposição 6 necessiria para res- 
ponder a esse problema? 

5. Rcplicaçân do DNA. Kornberg c coJahoradoties incu- 
baram exi ratos solúveis da £ coíl com uma mislura de 
dATP, dTTP, dClTP, e dCTP. todos marcados com ,J P no 
grupo fmifato a. Depois de um tempo, i mislura de incu- 
bação foi intidi com icido tridoroaoéiíco. que precipi- 
ta o DNA* n«* não os nucto*id<m preousorei- Q pttei- 
pr'ado fot coletado, c o grau d* incorporação do ptecuf- 
sor no DMA foi determinado a pamr da quantidade de 
radioatividade ptesente no pmctpiLado. 

<a) Se quãiqucr um dos quatro nudeofidcot prttur- 
lores fo»e omitido da mistura de incubação, sem en 
contnda radioatividade no precipitado 1 2 3 4 Expbqu*. 

(b) O W P leru incorporado no DNA te jprãiíoíTTP 
foue marcado? Explique 

(c) A ridiftilEVHlide sena encontrada no precipitado 
a o '‘E 1 marcaue ut fosfato» 3 e 7 em ver do fintam n dos 
rffsoiirriboriucleolldKM? Explique. 

6. As fitas líder c atrasada. Prepare uma tabela que liate os 
nomes c compare as funções dos precursor», das emi- 
mas e de mitras proteínas necessárias para fam js fitas 
atrasada c Ikler durante a replicação na £ coJj, 

7. Função da DNA ligase. Algumas mutaçúe» da £ toii 
contim a DNA ligase defeituosa. Quando essas mutaçóes 
são exposus a timidina marcada com ^Heo produio fnr 
sedimentado cm utn gradiente alcalino de sacarose, apa- 
recem 4 uai banda», Uma corresponde ■ uma fração de 
alto pes» molecular, e a nutra* a uma fração de peso mo- 
leciilaf haim. Explique, 


B. Fidelidade da repJícaçáo do DMA. Que fatores promo- 
veriam a fidelidade da replicado duraiue a síntese da fita 
líder do DNA? Você esperaria que a fita atrasada fosse 
feita com a mesma fidelidade? Ofereça razfles para as suas 
respostas, 

9r A Importância das topoisomerases na replícaç&a do 
DNA. O desenrola mento do DNA, tal como o que ocorre 
na repiicaçáo, afeta a densidade super-helicnidal do DMA. 
Na ausência das topoisomerases, o D NA se tornaria su- 
per enrolado na frente da forquilha de replicado, a me- 
dida que ele se desenrolasse atrás dela. Unta forquilha de 
repiicaçáo bacteriana pararia quando a densidade super- 
helicoidal (cr), do DKA à frente das forquilhas, alcanças- 
se +t>, 14 ( veja Capitulo 24). 

A repiicaçáo bidirecional é iniciada na origem de um 
plasmidio de G.ÜUÜ pares de bases in vjíítü, na ausência 
das topoisomerases. O plasmidio inicialmente possui 
uma tr de Quantos pares de bases serão desenro- 

lados e replicados para cada forquilha de replicação, 
antes que da pare? Assuma que cada forquilha deslo- 
que-se com a mesma velocidade e que cada unta inclua 
todos os componentes necessários para o alongamento 
exceto a topoisomerase. 

10. O teste de Ames. Em um meio nutriente que nào 
tenha histidina, uma camada fina de ágar, contendo cerca 
de IO 9 auxotrofos para histidina da SafmorrdJÉi iyphimu- 
rium (cétulas mutantes que requerem histidina para so- 
breviver), produz cerca de 13 colônias depois de um 
período de 2 dias de incubação a 37 tt C (veja Fig. 25-lfl). 
Corno essas colônias surgiram na ausência de histidina? 
O experimento é repetido na presença de 0,4pg de 2- 
aminoantraceno. O número de colónias produzido nos 2 
dias cxccdc lO.UOO. O que isso indicaria sobre o 2-amino- 
antraceno? O que você pensaria sobre sua capacidade 
carcinogénica? 


1 1. Mecanismos de reparo do DMA, As células dos verte* 
brados c das piantas -frequentemente metilam a citoHm 
do DNA para formar a 5-metilcitosina (veja Fig. ]Q-5a], 
Nessas mesmas células, um sistema de reparo especializa- 
da reconhece o dcsparcamento G-T e o repara para a 
par de bases G=C, Como poderia esse sistema de repare 
ser vantajoso para a célula? (Explique em termos da pre- 
sença da fomctilcitosina no DNA.) 

12. Repara do DNA em pessoas com o xeroderma pig- 
mentowi- A condição conhecida como xeroderma pig- 
mentoso (XP) surge dc mutações em, peio menus, sete 
genes humanas diferentes. As deficiências sdo geralmen- 
te em genes que codificam enzimas envolvidas em alguma 
pane da via para a reparu de cxcisão de nuclcotídeo no 
homem. Os vários tipas de XP são marcados como A-ü 
( X P- A K X P- B, etc. ) h Com algu mas variantes adicionais agre* 
gadas sobre a marcação XP-V. 

Culturas de células de indivíduos normais e de alguns 
pacientes com XP-G são irradiadas com luz uitravioleti. 
O DMA é isolado e desnaturado c o DNA fita simpla 
resultam e é caracterizado por ultraccntrifugação anaM- 
tica. 

(a) Amostras dc fibroblastos normais mostram umi 
netlução significativa no peso molecular médio da fita sim- 
ples do DNA depois da irradiação, entretanto, amostras 
dos fibrublastus XP-G não mostram nenhuma redmçáo. 
Como poderia ser isso? 

(b) Sc você assumir que um sistema de repara par ct- 
cisão dc nudeotideo estiver operando, que etapa padena 
estar defeituosa nos fibroblastos desse paciente çorn XP- 
G? Explique. 

13. Intermediários Holliday. Como a formação dos in- 
termediários dc Holliday na recombinação genética he- 
múloga difere da sua formação na recombinaçàa sítio- 
específica? 
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CAPITULO 26 


Metabolismo do RNA 


A expressão dá iníofmação em um gene normalmente envolve 3 
produção de uma motéeula de RNA transcrita a partir de um 
molde de DNA. Fitas de RKA e DMA podem parecer muito se- 
melha me* à primeira vista, diferindo apenas no grupo hidroxila 
na posição 2' da pemose e na substituirão da uracila por limina. 
Entretanto, ao contrário do DNA, os RN As, na maioria, fíincio- 
nam como filas simples. Essas fitas se dobram sobre si mesmas, 
com potencial para um a diversidade estrutural muiio maior do 
que o DNA (Capítulo 10), O RNA É, portanto, adequado para 
uma variedade de funções celulares, 

O RNA é a única rnacromolácula conhecida a ter funções 
tanto no armazenamento e transmissão da informação quanto 
na catálise, levando a muita especulação sobre seu possível pa- 
pel como um intermediário químico essencial no desenvolvi- 
mento da vida neste planeta. A descoberta dos KNAs catalíticos, 
ou ribozímas, mudou a própria definição de uma enzima, es- 
tendendo-a além do domínio das proteínas. 

As proteínas, entretanto, permanecem importantes para o 
RNA e suas funçAes Dentro de uma célula moderna, todos os 
ácidos nudéicoi, incluindo RN As, estão com píexados com pfO- 
teinas. Alguns desses complexos são bem elaborados, e o RNA 
pode assumir papéis estruturais e catalíticos dentro de miqui- 
nas bioquímicas complicadas. 

Todas ac moléculas de RNA, exceto os gene mu* de RNA de 
ccrtm vírus, sào derivadas da informação permanentememe ar- 
mazenada no DNA Durante a transcrição, um sistema enzi mi - 
tico conserte a informação genética de um segmento de DNA 
sn uma fita de RNA com uma sequência de bases complemen- 
tar a uma das fitas do DNA. Três espécies principais de RNA sio 
produzidas. O RNA mensageiro ErnRNAl codifica a reqüénda 
de aminoáttdo* de um ou mais polipeptideos, especificados por 
um gene ou conjunto de genes. O RNA de transferência { tRN A 1 
lê a informação codificada no mRNA e transfere o aminoãcido 
apropriado para uma cadeia polipeptidsca crescente durante a 
síntese de proteínas. Moléculas do RNA ribossomal 1 . rRNA ) sào 
constituintes dos ribossomos, as intrincadas máquinas celula- 
res nas quais as proteínas são sintetizadas. Muitos RN As especia- 
lizados adicionais possuem funções regulatárias e catalíticas, ou 
sln precursores das principais classes de RNA listadas acima, 
Durante a repli cação, o cromossomo inteiro é normal men- 
te copiado, entretanto a iranscrição é mais seletiva. Apenas ge- 
nes nu grupos de genes específicos são transcritos em um certo 
tempo, e algumas porções do genoma do DNA nunca são trans- 
critas, A célula restringe a expressão da informação genética para 
a formação dos produtos génicos necessários em um dado mo- 
mento, Sequências reguladoras específicas indicam 0 inicio e o 
fim dos segmentos de DNA a ser transcritos e designam qual 
fita de DNA será usada como molde, A regulação da transcrição 
é descrita mirmdosamente no Capitulo 28. 
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Aqui examinaremos a síntese de RNA em um molde de DNA, 
o processamento pós-sintetizante e a degradação das moléculas 
do RNA. No processo, encontraremos muitas das fimçâes espe- 
cializadas do RNA, incluindo as funções catalíticas. Curiosamen- 
te, os substratos para as enzimas de RNA sâo frequentemente 
outras moléculas de RNA. 

Este capítulo também introduz sistemas nos quais o RNA é 
o molde e o DNA é o produto, em vez do contrário. As vias de 
informação tornam-se, dessa forma, um circulo completo, reve- 
lando que a síntese do ácido nucléico dependente de molde pos- 
sui regras -padrão independentes da natureza do molde ou do 
produto (RNA ou DNA). Esse exame da ínterconversáo biológi- 
ca do DNA e do RNA, como transportadores de informação, 
conduz finalmente a uma discussão sobre a origem evolucioná- 
ria da informação biológica. 

Síntese de RNA Dependente de DNA 

Nossa discussão a respeito da síntese do RNA começa com uma 
comparação entre a transcrição e a replicação do DNA (Capitu- 
lo 25). A transcrição assemelha-se à replicação, em seu mecanis- 
mo químico fundamental, sua polaridade (direção da síntese) e 
seu uso de um molde. Também, da mesma forma que a rephca- 
ção, a transcrição possui as fases de iniciação, alongamento e 
terminação — embora na literatura sobre a transcrição a inicia- 
ção seja ainda dividida em fases discretas de ligação ao DNA e de 
iniciação da síntese de RNA. A transcrição difere da replicação 
pelo fato de não requerer um iniciador, e geralmente apenas seg- 
mentos limitados de uma molécula de DNA são envolvidos. 
Adicionalmente, dentro desses segmentos transcritos, apenas 
uma fita do DNA funciona como molde. 

O RNA é sintetizado pelas RNA polimerases 

A descoberta da DNA polimerase e sua dependência de um molde 
de DNA encorajou a procura de uma enzima que sintetizasse 
uma fita de RNA complementar a um molde de DNA. Em 1960, 
quatro grupos de pesquisadores detectaram, independentemente, 
uma enzima em extratos celulares, que poderia formar um polí- 
mero de RNA a partir de ribonudeosídeos 5'-trifo$fato. Traba- 
lho subsequente na RNA polimerase purificada de E. coli aju- 
dou a definir as propriedades fundamentais da transcrição (Fig, 
26-1). A RNA polimerase dependente de DNA requer, além de 
um molde de DNA, todos os quatro ribomicleosídeos 5'-trifos- 
fato (ATP, GTP, UTP e CTP) como precursores das unidades 
nucleotidicas do RNA, bem como Mg 24 . A química da síntese 
do RNA tem muito em comum com a síntese do DNA. A RNA 
polimerase alonga uma fita de RNA adicionando unidades ri- 
bonucleot ideas na extremidade hidroxila 3' de uma fita e cons- 
truindo RNA na direção 5 1 — O grupn hidroxila 3' age como 
um núcleo fílico, atacando o fosfato a do ribonudeosídeo tri- 
fosfato que chega (como ilustrado para a síntese do DNA na Fig, 
25-5) e liberando pirofosfato. À reação geral é: 

(NMP)„ + NTP IWpt1imt - iM i [NMP)„_| + PPi 

RNA RNA alongada 

A RNA polimerase requer DNA para a atividade e é mais 
ativa quando ligada a uma fita dupla de DNA. Como observado 
anteriormente, apenas uma das duas fitas do DNA funciona 
como molde. A fita molde do DNA é copiada na direção 3'— *5 r 
(ant iparalda à nova fita de RNA), exatamente como na replica- 
ção do DNA. Cada nudeotldeo no RNA recém -sintetizado é se- 
lecionado pelas interações de pareamento de bases Watson-Crick; 
resíduos de uridilato (U) são inseridos no RNÀ para parcarcom 


resíduos de adenilato no molde de DNA, e assim por diante. A 
geometria do pareamento de bases ( Fig. 25-6) pode também de- 
sempenhar um papel na seleção das bases. 

Ao contrário da DNA polimerase, a RNA polimerase nlo 
requer um iniciador para começar a síntese. A iniciação ocorre 
quando a RNA polimerase se liga a seqüências específicas óo 
DNA, chamadas de promotores (descritos a seguir). O grupo 5 - 
trifòsfato do primeiro resíduo em uma molécula de RNA nas- 
cente (formada de novo) não é clivado para liberar PP„ mas, em 
vez disso, permanece intacto durante toda a transcrição. Duran- 
te a fase de alongamento da transcrição, a extremidade crescente 
da nova fita de RNA faz pareamento de bases temporariamente 
com o DNA molde para formar um híbrido RNÀ-DNA de du- 
pla hélice, estimado em oito pares de bases de comprimento (Fig, 
26-la).G RNA nesse dtíplex híbrido “se desgruda" logo depois 
da sua formação, e o DNA dúplex se forma de novo, 

Para capacitar a RNA polimerase a sintetizar uma fita de 
RNA complementar a uma das fitas do DNA, o DNA duplex 
deve se desenrolar a uma pequena distância, formando uroí 
“bolha" de transcrição. Durante a transcrição, a RNA polime- 
rase da E. coli geralmente mantém cerca de 1 7 pares de bases 
desenrolados. Um pequeno híbrido RNA- DNA ocorre na região 
desenrolada. O alongamento de um transcrito pela RNA po- 
Jimerase da E, coli prossegue a uma velocidade de 50 a 90 núcleo- 
tídeos/segundo. Pelo fato de o DNA ser uma hélice, a movi- 
mentação de uma bolha de transcrição requer considerável ro- 
tação de fita das moléculas do ácido nucléico. A rotação da fita 
de DNA é restringida na maioria dos DNAs pelas proteínas de 
ligação ao DNA e outras barreiras estruturais. Em conseqüên- 
cia, uma RNA polimerase em movimento gera ondas de supe- 
respiras positivas na frente da bolha de transcrição e superespi- 
ras negativas atrás (Fig, 26- lb). Isso tem sido observado tanto 
in vitro quanto itt vivo [cm bactérias). Na célula, os problemas 
topológicos causados pela transcrição são aliviados por meio da 
ação das topoisomerases. 

As duas fitas complementares do DNA possuem papéis di- 
ferentes na transcrição. A fita que funciona como molde para a 
síntese do RNA é chamada de fita molde. A fita de DNA comple- 
mentar ao molde, a fita não-molde ou fita codificadora, é idên- 
tica na sua sequência de bases ao RNA transcrito do gene, com 
U no lugar de T (Fig. 26-2). À fita codificadora para um deter- 
minado gene pode se localizar em qualquer fita de um dado cro- 
mossomo (Fig. 26-3). As seqüências reguladoras que controlam 
a transcrição (descritas posteriormente neste capítulo) são por 
convenção designadas como seqüências na fita não-molde, 

A RNA polimerase dependente de DNA da E. coli é uma en- 
zima grande e complexa, contendo cinco subunidades básicas 
(a 2 PPhaí M r 390,000) e uma sexta subunidade, uma de um gru- 
po designada como n. Á subunidade cr, cujas variantes são de- 
signadas pelo tamanho (peso molecular), liga-se transitoriamen- 
te ao núcleo básico e direciona a enzima para sítios de ligação 
específicos no DNA (descritos a seguir). Essas seis subunidades 
constituem a RNA polimerase holoenzima (Fig. 26-4). A RNA 
polimerase holoenzima da K coli existe, portanto, em várias for- 
mas, dependendo do tipo de subunidade o. A subunidade mais 
comum é a cr 70 (Aí, 70.000), e a próxima discussão focalizará a 
RNA polimerase holoenzima correspondente. 

RNA polimerases não possuem uma atividade exouuclease 
3 r “*5' revisora (como aquela encontrada em muitas DNA poli- 
merases), e cerca de um erro é cometido a cada J 0* a 1Q S ribonu- 
cleotideos incorporados ao RNA durante a transcrição. Pelo fato 
de muitas cópias de um RNA serem geralmente produzidas a 
partir de um único gene è de todos os RN As serem eventual- 
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Figura 26 1 - Transcrição pula RNA polímeras* ru f . ro/r Rârâ sintetizar uma fita de RN A complementai a uma das. duás filas de DMA em uma 
dupla hélice, p DNA e uanwiíxiameme desenrolado <•} Cerca de 1 7 parei de bases são desenruíados em um determinado momento A bolha de 
transcrição se mcwe da esquerda para a d> retia . como mostrado, mantendo passo com a síntese do UNA O DMA é desenrolado na freme e reenrttódo 
atras. A mecfrda pue o RNA ê transcrito As setas verme*** s ndicam a d reção n* Qual o ÜNA eo hbndo curto RNA-DNA devem rodar para permtür esse 
processo A medida que o DNA t desenrolado o h br ido RN * - □ NA è deslocado e i fita de RNA è expelida A RNA polímera» estã em intimo contato 
corri o DMA a frente da bo*va de transcnção, bem como com as fitas de DMA separ adas e o RNA dentro e imediatameníe arras da boiha A pegada da 
poLmefare abarca cerca de 35 pafi de bases do DMA durante o alongamento . b Superesoraiamento do DNA provocado pela transcrição St^ieres- 
ptras posmvas formam-se na frente da bolha de transcrição e supere^wras negativas loimam-se atrás 


Figura 26-2 - Fitas molde e não- molde (codificadora) do DMA 

As duas fitas complementares do DNA são definidas pela sua função 
na transcriçSo. □ transcrito de RNA è sintetizado na fita molde com- 
plementar e è idêntico em sequência (com U no lugar de T) á fita 
não-mo Ide ou codificadora. 


(5 r ) CGCT AT AGCGTTT (3'J Fita DNA nia-itiolde (codificadora] 
Í3') GCGATATCGCA AÃ (5'} Fita DNA molde 

■mhhhhbhm Transcrito d; RNA 


Transcrito de RNA 



Figura 26-3 - A informação genética do genoma do adenovfrus (um 
exemplo simples conveniente) ê codificado por uma molécula de DNA de 
fita dupla de 36 00ü pares de bases, sendo que ambas as fitas codificam 
proteínas, A informação, para a maioria das proteínas, è codificada pela 
fita superior (por convenção, a fita é transcrita da esquerda para a direi- 
ta)* mas, algumas proteínas slo codificadas pela fita interior, que é trans- 
crita na direção oposta A sfrHOt do mRNA no adenovfrus ê, na verdade, 
mudo mais complexa da que o mostrado aqui Muitos dos mRNA mos- 
irados para a fita superior são íriciãdmente sintetizados como um longo 
iranscmo (25 000 nudeoddeos), oue è então processado extenswamen- 
te para produzir os mRNA separados O adenovtrus causa infecções do 
traio nescuratóriQ supenor em alguns vertebrados 



Figura 26-4 - A estrutura da RNA polímera» da f. cc h t suas fun- 
ções na transcrição. A poli mera se possui seis subun idades. As subum- 
dades a (duas cópias), p, JT e w possuem pesos moleculares de 36.500, 
IS 1.000, 155,000 e 1 1.00D, respectiva mente. A subun idade tu não è 
requerida para a atividade in vitro, e sua função não é conhecida. A su- 
bumdade o funciona apenas no reconhecimento do promotor e não está 
presente durante a fa» de alonga mento da transcrição, Os vãrios tipos 
de subumdades a reconhecem sequências reguladoras diferentes. O prin- 
cipal tipo è o u 70 . refletindo seu M, de 70 000 Acredita-» que o sitio 
átivo para a síntese do RNA sepa formado peias suburndades fJ e fí r 
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mente degradados e substituídos* um erro em uma molécula de 
RNA é de menor oonseqüéncta para a célula do que um erro na 
informação permanente armazenada no DNA. 

A síntese de RNA é iniciada nos promotores 

A iniciação da síntese do RNA em pontos aleatórios em uma 
molécula de DNA seria um processo extraordinariamente perdu- 
lário. Na verdade, a RNA polimerase se liga a seqüéncias especí- 
ficas do DNA chamadas de promotores* que direcionam a trans- 
crição de segmentos adjacentes do DNA (genes). As seqüéncias. 
nas quais a RNA polimerase se Jiga podem ser bem variáveis, e 
muito se tem pesquisado a respeito da identificação das seqüên- 
cias específicas que sao críticas para a função promotora. 

Na E. coli, a ligação da RNA polimerase ocorre dentro de uma 
região que se estende desde cerca de 70 pares de bases antes do 
sítio de início da transcrição até cerca de 30 pares de bases além 
dele. Por convenção, aos pares de base de DNA que correspon- 
dem ao início de uma molécula de RNA são dados números po- 
sitivos e àqueles que precedem o sítio do início do RNA são da- 
dos números negativos. A região promotora* dessa forma, esten- 
de- se entre as posições -70 e +3Q, Análise e comparações das 
sequências na classe mais comum de promotores bacterianos 
(aqueles reconhecidos por uma RNA polimerase holoemtima con- 
tendo a 711 ) revelaram semelhanças em duas seqüéncias curtas, cen- 
tradas nas posições -10 e -35 (Fig, 26-5). Essas seqüéncias são 
sítios de interações importantes para a subunidade cr™. Embora 
as seqüéncias não sejam idênticas paira todos os promotores bacte- 
rianos dessa classe* certos nucleotídeos que são particularmente 
comuns em cada posição formam uma seqüència consenso (lem- 
bre-se da sequência consenso da criC na K coli ; vej a Fíg. 2 5 - 11 }. 
A seqüência consenso para a região -10 é (5 r )TATAAT(3'h a 
seqüênda consenso na região -35 é (5 )TTGACA(3 r ). Um tercei- 
ro elemento de reconhecimento rico em AT, chamado de elemen- 
to UF ("Kpstream promoter” ou promotor a montante)* ocorre 
em promotores de certos genes altamente expressos, entre as po- 


sições —40 e -60. O eJemento UP é ligado peta subunidade a da 
RNA polimerase. A eficiência com que uma RNA polimerase se 
liga a um promotor e inicia a transcrição é determinada, em grande 
parte, por essas seqüéncias, pdo espaçamento entre elas e sua dis- 
tância do sítio de inicio da transcrição. 

Muitas linhas independentes de evidência atestam a importân- 
cia funcional dessas seqüéncias nas regiões -35 e -10. Mutações 
que afetam a função de um determinado promotor frequentemen- 
te envolvem um dos pares de bases nessas regiões. Variações na se 
qüêndade consenso também afotam a eficiência da ligação da RNA 
polimerase e da iniciação da transcrição. Uma mudança em apenas 
um par de base pode diminuir a velocidade de iniciação de várias 
ordens de grandeza. A sequência do promotor, dessa forma* esta- 
belece um nível basal de expressão para genes específicos da £, coli, 
que pode variar consideravelmente de um gene para o outro. Um 
método que fornece informação sobre a interação entre a RNA pa- 
limerase e os promotores está ilustrado no Adendo 26-1. 

Avia de iniciação da transcrição está se tomando, cada vez 
mais, bem definida (Fig. 26-6). Ela consiste de duas partes prin- 
cipais, cada uma com múltiplas etapas. Primeiro* a polimerase 
se liga ao promotor, formando, em sucessão* um complexo fe- 
chado (no qual o DNA ligado está intacto) e um complexo aber- 
to (no qual o DNA ligado está intacto e parcialmente desenrola- 
do). Segundo, a transcrição é iniciada dentro do complexo* le- 
vando a uma alteração de conformação, que converte o complexo 
à sua forma de alongamento* seguida pela movimentação do 
complexo de iniciação para fora do promotor (liberação do pro- 
motor). Qualquer uma dessas etapas pode ser afetada pda se- 
qüência específica do promotor. 

A K coli possuí outras classes de promotores que são liga- 
dos por RNA polimerases holoenzimas com diferentes fatores 
cr. Um exemplo é o dos promotores dos genes do choque térmi- 
co, Qs produtos desse conjunto de genes são sintetizados em 
altos níveis quando a célula recebe um estresse, como um au- 
mento súbito na temperatura. A RNA polimerase liga-se aos 
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Figura 26-5 - Promotores típicos da E. c oii reco- 
nhecidos por uma RNA polimerase holoenzima 
contendo o™ Seqüênoas da fita nâo-molde são 
mostradas e lidas na direção 5'-*3 r , a convenção 
para representações dessa espécie. As seqüéncias 
variam de um promotor para outro, mas a compara- 
ção de muitos promotores revela semelhanças, parti- 
cularmente nas regiões -10 e -35. A seqüência do 
elemento UR que não está presente em todos os 
promotores da E. coíl está ilustrada no promotor 
para o gene altamente expresso do rRNA rrnB PI. 
Os elementos UP sáo geralmente encontrados na 
região entre -40 e -60 e estimulam intensamente a 
transcrição nos promotores que a continham. O ele- 
mento UP no promotor rmB Pi abrange a região 
entre -38 e -59. A seqüência consenso para os pro- 
motores da Er c vii reconhecidos por o 7ü é mostrada 
na segunda fila a partir do topo. As regiões «pagado- 
ras contém número ligei ramente variável de nudeo- 
tldeos (N). Apenas o pnmeino nudeotldeo que codifi- 
ca o transcrito de RNA (na posição +1 ) é mostrado. 
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Adendo 26-1 A RNA polimerafe deixa a sua pegada em um promotor 


A pegada rfootprinting"), um* técnica derivada de 
princípios usados no stqücncia mento de DNA, 
idrnt ifica as seqiiéncias de DNA que rvt i o ligadas a 
uma proteína em particular Um fragmento de DNA 
que contenha seqíttfbdis reconhecidas pela proteí- 
na de hgaçâo ao DNA é isoíado e marcado radioa- 
tiva mente na eitremidade de uma fita í Fig, 1)- Rea- 


gentes químicos ou enzimd ticos slo usados para 
introduzir quebras aleatórias no fragmento de DNA 
(em média uma por molécula J. A separação dos 
produtos radioativos de divagem t fragmentos que- 
brados de vários (amanhos), por eletroforese de alta 
resolução, revela uma "escada" de bandas radioativas. 
Em um tubo separado, c procedimento de divagem 
é repetido em cópias do mesmo fragmento de DMA 
ao quaJ se üga a proteína, prevenindo a clivagem do 
DNA na regüo à qual está ligada. Os dois conjuntos 
de produtos de divagem sJo então submetidos à ele- 
troforese e comparados lado a lado. Um vazio (ou 
pegada} ocorre na série das bandas radioativas den- 
vadas da amostra contendo a proteína ligada, por 
causa da proteção ao DNA pela proteína. Isso iden- 
tifica as sequências que estão ligadas á proteína. 

A localização precisa desse sitio de fração pode 
ser determinada direiamenlt pelo scqltencamento 
(veja Fig, 10-37) do fragmento de DNA original e 
incluindo as canaletas de seqüenc Lamento (não 
mostradas aqui) no mesmo gel com a pegada. A 
pegada resultante da ligação da RNA polimerase a 
um fragmento de DNA que contém um promotor 
é mostrada na Figura 2. A polimerase cobre cerca 
de 60-80 pares dc baseíú i proteção pela enzima li- 
gada inclui as regiões -10 e -35. 


IsoUroí ínqçmcniusde DNA marcado* e 
drenai urar Apenas íius marcadas são 
dctccladü ru prauima etapa. 


Scpuir oí (ragmentos por eletroforese em gel de pâtoactiUiriMU e 
vi.fu.jil irar H bandas radioativas em filme ík rã*» X 


\ s 


Fragmento de — 
DNA não cortado 

As bandas que faliam 
indicam onde a RNA 
polimerase foi Eigada 
ao DNA 





Figura 1 - Análise da pegada do sítio de ligação da RNA polimerase a um fragmento 
de DNA. Experimentos separados sâo realizados na presença {+} qu ausência {-) da RNA 
polimerase. 


Figura 2 - Pegada resultante da ligação da RNA polime- 
rase ao promotor íèc (veja F»g. 26-5), Nesse experimen- 
to, a extremidade 5' da fita nàomolde foi marcada radio- 
ativamente. A canaleta C e um controle no quaf os frag- 
mentos de DNA são divadCfc com um reagente químico 
que produz um padrão de bandeamento mais uniforme. 


776 


Ligado 






FIfluri 26-6 - itapu na iniciarão da transcrição pela UNA poli me- 

rasa da £. toü A irnciação nequer vànas etapas, geralm#* nt e dividida* 
em duas Iras. as fases de ligaçào e de imciaçãG Na fase de ligação, a 
interação »mcial da ANA polimerase cçm o promotor leva a formação de 
urn complexo fechado, no quaJ o ONA promotor está ligado estavçl- 
mente, mas nâo está desenrolado. Uma região de ti a 15 pares de 
bases dó ONA — dentro da região -10 ate a posiçáo +2 ou +3 — ê 
então desenrolada para formar um complexo aberto. Intermediários 
adicionais (não mostrados) foram detectados nas vias que levam aos 
complexos fechado e aberto, junto com várias alterações na conforma- 
ção de proteínas. A fase de inipaçáo envolve a iniciação da transcrição 
e a liberação do promotor. Logo que os primeiros oito ou nove nurieo- 
tideos òe um RN A novo são sintetizados, d subunidád* a è Nberada e a 
polimerase dei xa o promotor e se toma comp romenda na prod uçáo do 
aionga mento do RNA. 


promotores desses genes quando o a 7U for substitufdo pda su- 
bunidáde e 32 (M, 32,000). que í específica para os promotor» 
do choque térmico (veja Fig. 28-3), Usando diferentes fatores & 
a Célula pode coordenar a expressão de conjuntos de genes que 
permitem grandes mudanças na fisiologia celular. 

A transcrição é regulada 

Os requerimentos para qualquer produto gènko variam òe acor- 
do com as condições celulares ou a etapa do desemt>hTmefito. ea 
transcrição de cada gene é cuidádosamente regulada para tbmur 
produtos gémeos apenas na proporção necessária. A regulação 
pode ocorrer em qualquer etapa da tramenção. incluindo o aion- 
gamento e a terminação. Entretanto, grande parte da regulação é 
direcionada às etapas de ligação da polimerase ç de iniciação di 
transcrição, esquema Lzadas na Figura 26-6. Diferenças nas seqúén- 
cias do promotor são apenas um dos vários níveis de controle 

A ligação de proteínas a sequências tanto próximas quanto 
distantes do promotor pode também afetar os níveis de expres- 
são gênica. A ligação de proteínas pode tanto ativar a transcri- 
ção, facilitando a Ligação da RNA polimerase ou etapas posterio- 
res no processo de iniciação, quanto reprimir a transcrição, blo- 
queando a atividade da polimerase, Na £ cp/i, uma proteína que 
ativa a transcrição é a proteína receptora do cAMP ■ CRPkAMP 
receptor prolein"), que aumenta a transcrição de genes que ou- 
di ficam enzimas que mri aboli zam outros açucares que não t 
glicose, quando ascdulis são cultivadas na ausência di gjicote. 
Repressores são proteínas que bloqueiam a síntese do RNA em 
genes específicos. No caso do repressor Lac (Capítulo 2B),amm- 
cnçáo dos genes para as enzimas do metabolismo dã lacicue t 
bloqueada quando esta não está disponível 

A transcrição é a primeira etapa na complicada e dependen- 
te intensa mente de energia, via da síntese das proteínas, de for- 
ma que grande parte da regulação dos níveis de proteínas, lauto 
em células bacterian as qua n lo euca ri áti cas, é direci onada i trans- 
crição, partícula rmente nas SUáS etapas iniciais, No Capítulo Jg, 
descreveremos muitos mecanismos pelos quais essa regulação í 
conseguida. 

Sequências específicas sinalizam 
a terminação da sintese de RNA 

A síntese do RNA é proccssiva (cm seja, a RNA polimerase pos- 
sui alta processív idade, veja pig, 738) — e isso necessariamente 
porque, se uma RNA polimerase liberar um transcrito de RNA 
prematuramente, ria não consegue retomar a sintese do mesenv 
RNA, devendo começar de novo. Entretanto, um encontro COOU 
certas sequências do DNA levam a uma pausa na síntese do RNA. 
e, em algumas dessas seqOéncias. a transcrição é terminada- 0 
processo de terminação não é ainda bem entendido nos eucario- 
tos, dc forma que o nosso foco está novamente nas bactérias A 
E. t\Wi possui, pelo menos, duas classes de sinais de terminaçáot 
uma classe depende de um fator protéko chamado de p | riw),e 
o outro é independente de p. 

A maioria das terminações independentes de p possui duas 
características distintas. A primeira é unia região cujo transcrito 
de RNA possui seqüências aulocomplementares. permitindo a 
formação de uiqa estrutura grampo (veja Fig. 10-2 la) centrada 
cm 1 5 a 20 nucl^ptídeos antes da extremidade da fita do RNA, A 
segunda característica é um colar curto de adenilatos na fita 
molde, que é transcrito cm urídí latos na extremidade 3' do RNA 
Quando a polimerase chega a um sítio de terminação com essa 
estrutura, ela faz uma pausa (JFig. 26-7), A formação da estrutura 
grampo no RNA pode romper interações importantes entre o RNA 
e a RNA polimerase. facüitando a dissociação do transcrito. 
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Figura 26-7 - Um modelo para a terminação da transcrição inde- 
pendente de p em E, ç oli. A RN A polimerase faz uma pausa em uma 
vanedade de seqüências do DIMA, algumas das quais são termin adores. 
Um de dois resultados é. então, possível: ou a polimerase contorna o sitio 
p çpntmua no seu caminho, ou o complexo sofre uma alteração confor- 
macional (isomerizaçSo). No ultimo caso r o pareamento intramolecular 
de seqüèncias complementares no transcrito de RNA recentemente for- 
mado pode formar um grampo que rompe o híbrido RNA-DNA e/ou as 
interaçêes entre o RNAe a polimerase, resultando na isomerização. Uma 
região hibrida A-U, na extremidade 3' do novo transcrito, é relativamente 
instável, e o RNA se dissocia completa mente, levando á terminação e à 
dissociação da molécula de RNA. Esse ê o resultado usual nosterminado- 
nes. Em outros sítios de pausa, o complexo pode escapar depois dia etapa 
de isomerização para continuar a síntese do RNA. 

As terminações dependentes de p não possuem a seqüência 
de adenilatos repetidos na fita molde, mas, âs vezes, possuem 
um sequência curta que é transcrita para formar um grampo. A 
proteína p se liga no RNA em sítios de ligação específicos e mi- 
gra na direção 5' — >3', até alcançar o complexo de transcrição 
que está pausado em um sitio de terminação. Aí ela contribui 
para liberar o transcrito do RNA, A proteína p possui uma ativi- 
dade helicase DNA-RNA dependente de ATP que promove a 
translocação de uma proteína ao longo do RNA, e o ATP é hi- 
drolisado pela proteína p durante o processo de terminação, O 
mecanismo detalhado, pelo qual a proteína age, não é conhecido. 


As células eucarióticas possuem três 
espécies de RNA polimerases nucleares 

A maquinaria transcricional no núcleo de uma célula eucariótica 
é muito mais complexa do que na bactéria. Os eueariotos pos- 
suem três RNA polimerases, designadas L II e III, que são comple- 
xos distintos mas possuem cems subunídades em comum. Cada 
polimerase tem uma função específica e liga-se a diferentes se- 
qüéncUs de promotores, 

A RNA polimerase I (PüJ 1) é responsável pela síntese de ape- 
nas um tipo de RNA, um transcrito de RNA pré-ribossomal, 
que contém o precursor dos rRNAs 185, 5,85 e 285 (veja Fig. 26- 
24). Os promotores da Pol I variam muito quanto à seqüência 
de uma espécie para outra. 

A principal função da RNA polimerase II (Pül II) ê a síntese dos 
m RN Ase alguns RN As especializados, Essa enzima deve reconhecer 
milhares de promotores, que podem variar muito quanto à seqüên- 
cia, Muitos promotores Fo! II possuem algumas características de 
seqüência em comum, incluindo uma seqüência TATA (seqüência 
consenso TATAA), próxima ao par de base -30, e uma seqüência 
Inr (iniciadora), próxima ao sítio de início em +1 (Fig. 26-8). 

A RNA polimerase III (Foi III) sintetiza tRNAs,orRNA 55 e 
alguns outros RNAs pequenos especializados. Os promotores 
reconhecidos pela RNA polimerase 111 são bem caracterizados. 
Curiosamente, algumas das seqüèncias requeridas para a regu- 
lação da iniciação da transcrição pela RNA polimerase III estão 
localizadas dentro do próprio gene, enquanto outras são encon- 
tradas em localizações mais convencionais, a montante do sítio 
de início do RNA (Capítulo 28). 

A RNA polimerase II requer muitos outros 
fatores protéfcos para sua atividade 

A RNA polimerase N é central para a expressão dos genes eucarió- 
ticos e tem sido estudada extensiva mente. Ela é admiravelmente 
mais complexa do que sua contrapartida bacteriana, embora a 
subunidade maior exiba um alto grau de homologia com a subu- 
n idade fV da RNA polimerase bacteriána. A polimerase ê uma 
imensa enzima com 12 subunídades. E!a requer um dispositivo 
de outras proteínas, chamadas de fatores de transcrição, ordena- 
das para formar o complexo de transcrição ativo. Os fatores ba- 
sais de transcrição requeridos em cada promotor da RNÁ polí- 
merase II (fatores usualmente designados como TF11, com um 
identificador adicional) são altamente conservados em todos os 
eueariotos (Tabela 26-1). O processo de transcrição pela RNA 
polimerase 1 1 pode ser descrito em termos de várias fases — mon- 
tagem, iniciação, alongamento e terminação — , cada uma asso- 
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TATAAA 
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Várias Seqüênda Inr 

seqüénáoj TATA 

reguladora 


Bgtira 2& B - Seqüèncias comuns em promotores reconhecidos pela RNA polimerase tl eucariótica. A seqüência TATA é o prmci- 
pal ponto de montagem para as proteínas dos complexos de pré-iniciação da RNA polimerase il. O DIMA está desenrolado na seqiiênda 
iniciadora (Inr), e o sitio de início da transcrição está usual mente dentro ou muito próximo dessa seqüência. Na seqüência consenso Inr 
mostrada,. N representa qualquer nudeotldeo; V. um nudeotldeo pirimfdico, Muitas sequências adicionais funcionam como sítios de 
ligação para uma grande variedade de proteínas que afetam a atividade da RIMA polimerase II. Essas seqüèncias são importantes na regulação 
dos promotores da RNA polimerase II e variam muito em tipo e nUmerci, mas em geral elas tornam o promotor eucariótico muito mais 
complexo do qui o mostrado. Muitas estão localizadas dentro de algumas centenas de pares de bases da seqüência TATA no seu lado 5'; 
outras podem e^tar milhares de pares de bases distantes. Os elementos de seqüência, resumidos aqui, são mais variáveis entre os 
promotores da RNA polimerase II dos eueariotos do que entre os promotores da E. co/r (Fig. 26-5). Muitos promotores da RNA polimerase II 
não possuem j/ma seqüência TATA ou um elemento de consenso Inr, ou ambos. Seqüèncias adicionais ao redor de TATA e a jusante de 
Inr (ã direita /tomo descrito) podem ser reconhecidas por um ou mais fatores de transcrição. 
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Tabela 26-1 - Proteínas requeridas para a transcrição nos promotoras da RH A polimerase II eucariòttea 


Fator de transcrição 

Número de 
subunidades 

M, da subunidade 

Punções 

Iniciação 

RNA polimerase II 

12 

10.000-220.000 

Catalisa a síntese do RNA 

TBP {proteína de ligação a TATA) 

1 

38.000 

Reconhece especificamente a seqüãncia TATA 

TFlIA 

3 

12.000, 19.000, 35.000 

Estabiliza a ligação do TFIIB eTBP ao promotor 

TFIIB 

1 

35.000 

Liga-se ao TBP; recruta o complexo TFIIF da Ftt\IA polimerase 

TFIID 

12 

1 5.000-250.000 

Interage com proteínas reguladoras positivas e negativas 

TFNE 

2 

34.000,57.000 

Recruta TFlíH; atiwdades de ATPase e he li case 

TFHF 

2 

30.000, 74.000 

Liga-se fortemente ã RNA polimerase 11; liga-se ao TFHB e prevma a 

TFIIH 

12 

35.000-39.000 

ligação da RNA polimerase a seqüèndas de DNA não especificas 
Desenrola o promotor do DNA: fosforila a RNA polimerase; necruta 

Alongamento* 

ELU 

1 

ao. DOO 

o complexo de excisão de nudeotideos 

P-TÉFb 

2 

43.000, 124.000 


511 {TF! IS) 

1 

33.000 


Elongin (5111} 

3 

15.000. 18.000, 110.000 



'Todos os fatores de alongamento suprimem a pausa ou parada da transcrição pelo complexo TFIIF-RNA polimerase 

+ 0 nome è derivado do termo "eleven-nmeteen tysine-rich teiik-emia" 0 gene para o fator ELL e o sitio dos eventos de recómbi nação cromossorrais, frequentemente 
associado a condição cancerosa conhecida como leucemia mielóide aguda 


dada a proteínas características (Fig. 26-9), A via de montagem* 
passo a passo descrita a seguir, leva á transcrição ativa iti vifro, 
Na célula, muitas das proteínas podem estar presentes em com- 
plexos maiores pré- montados, simplificando as vias de monta- 
gem nos promotores. A Figura 26-9 e a Tabela 26-1 podem aju- 
dá-lo a manter-se a par dos participantes desse processo. 

Montagem da RN A polimerase a fatores da transcri- 
0o em um promotor. A formação de um complexo fechado 
começa guando a proteína de ligação da TATA {TBP — “TATA- 
ídnding protein”) se liga à seqüência TATA ( Fig. 26-9b). A TBP ê 
ligada, em seguida, pelo fator de transcrição TF 1 1 B, que também 
se liga ao DNA, de cada lado da TBP. A ligação do TFII A, embora 
nem sempre essencial, pode estabilizar o complexo FTIIB-TBP 
no DNA e se tornar importante ern promotores não consensuais, 
nos quais a ligação da TBP é relativamente fraca. O complexo 
TriiB-TBP é em seguida ligado por um outro complexo, que con- 
siste de TFIIF e RNA polimerase II. Ü TF1IF ajuda a levar a RNA 
poli mer ase a seus promotores, tanto por interagir com o TF NB 
quanto por reduzir a ligação da RNA polimerase a sítios não es- 
pecíficos no DNÀ. Finalmente* o TFIIE e o TFIIH se ligam para 
criar o complexo fechado. O TFIIH possui uma atividade de DNA 
helicaseque promove o desen rolamento do DNA próximo ao sí- 
tio de início do RNA {um processo que requer a hidrólise do ATPh 
criando, por meio disso, um complexo aberto. Contando todas as 
subunidades dos vários fatores essenciais (excluindo o TFII A), 
essa montagem ativa mínima requer mais de 30 polipeptídeos. 

A iniciação da fita de RNA e a liberação do promotor. O 

TFIIH possui uma função adicional durante a fase de iniciação. 
Uma atividade quinase, em uma das suas subunidades, fosfbrila a 
RNA polimerase N em vários lugares no domínio carboxiterminal 
da maior subunidade da polimerase (Fig, 26-9), Isso causa uma 
mudança conformackmal em todo o complexo, iniciando a trans- 
crição. A tbsforilação do domínio carboxi terminal pode ser impor- 
tante durante a fase subsequente de alongamento, e isso afeta as 
interações entre o complexo de transcrição e outras enzimas envol- 
vidas no processamento do transcrito (como descrito a seguir). 

Durante a síntese do.s 60 a 70 nudeotídeos iniciais do RNA, 
são liberados primeiro o TFIIE e depois o TFIIH* e a RNA poll- 
merase II entra na fase de alongamento da transcrição. 


Alongamento, terminação e liberação. O TFIIH perma- 
nece associado à RNA polimerase II por todo o alongamento. 
Durante essa etapa, a atividade da polimerase é muito aumenta- 
da por proteínas chamadas de fatores de alongamento (Tabela 
26- 1 ). Uma vez completado o transcrito de RN A, a transcrição é 
terminada por mecanismos ainda não conhecidos. A RNA poli- 
merase II é desfosforilada e reciclada, pronta para iniciar um 
outro transcrito {Fig. 26-9). 

Regulação da atividade da RNA polimerase II. A regula- 
ção da transcrição nos promotores da RNA polimerase II é bem 
elaborada, Ela envolve a interação de uma grande variedade de 
outras proteínas com o complexo de pré-iniciação. Algumas des- 
sas proteínas regulatórias interagem com fatores de transcrição, 
outras com a própria RNA polimerase, Muitas interagem com 
TF lí D, um complexo de cerca de 12 proteínas, incluindo TBP e 
certos fatores associados ao TBP, ou TAFs ( £l TBP-nssociated^kc- 
tors”). A regulação da transcrição é descrita mais detalhadamente 
no Capítulo 2®, 

Diversas funções do TFIIH. Nos eucaríotos* o reparo do 

DNA lesado (veja Tabela 25-5) dentro de genes que estão sen- 
do ativamente transcritos é mais eficiente do que o reparo de 
outras lesões do DNA* e a fita molde é reparada de modo um 
tanto quanto mais eficiente do que a fita não -molde. Essas ob- 
servações fora do comum são explicadas pelas funções alter- 
nativas das subunidades TFIIH. Não apenas a TFIIH participa 
da formação do complexo fechado durante a montagem de um 
complexo transcricional {como descrito anteriormente), mas 
algumas das suas subunidades são também componentes es- 
senciais do complexo de reparo de excisão de nudeotídeos (Ca- 
pítulo 25}. 

Quando a transcrição da RNA polimerase pára no sítio de 
uma lesão do DNA, o TFIIH pode interagir com a lesão e recru- 
tar o complexo inteiro de reparo por excisão do nudeotídeo. À 
perda genética de certas subunidades do TFIIH pode produzir 
doenças humanas. Alguns exemplos são o xeroderma pigmen- 
toso (veja Adendo 25 - 1 } e a síndrome de Codcayne, que é carac- 
terizada pela parada do crescimento, fotossensibiiidade e desor- 
dens neurológicas. 
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Figura 26*9 - Transcrição nos promotores da RNA polimerase II. (a) A montagem sequencial de ym complexo que consiste de TBP (freqüente- 
mente com TF HA), Tf IIB mais a RNA polímera» II, TF II E .. TFItF e TFIIH leva a um complexo fechado. A TBP freqüentemente se liga como parte de um 
complexo maior chamado de TFIID. Algumas das subuoidades do TFIID desempenham um papel na regulação da transcrição (Capitulo 26). O DMA £ 
desenrolado na região Inr pela atividade helicãsica do TFIIH, e talvez doTFHE, criando um complexo aberto. O domínio carboxiterminal da subunidade 
maior da RNA polimerase II é fosforilado pelo TFIIH, e a polímera» escapa então do pmmotor e começa a transcrição. O alongamento e acompanhado 
pela liberação de muitos fatores de transcrição e è também aumentado pelos fatores de alongamento (veja Tabela 26-1). Depois da terminação, a RNA 
polimerase é liberada, defosforilada e reciclada, (b) A estrutura da TBP (em cinza) ligada ao DNA (em azul e branco). 


A RNA polimerase direcionada por 
DNA pode ser inibida seletivamente 

O alongamento das fitas de RNA pela RNA polimerase, tanto 
em bactérias quanto em eucariotos, é especificamente inibido 
pelo antibiótico aclinomicina D (Fig. 26-10). A porção planar 
dessa molécula insere-se ( intercala -se) no DNÀ dupla hélice, 
entre pares de bases G=C sucessivos, deformando o DNÀ. Isso 
previne o movimento da polimerase ao longo do molde. Pelo fato 
de a actinomicina D inibir o alongamento do RNA nas células 
intactas, bem como em extratos celulares, ela è usada para identi- 
ficar processos celulares que dependem da síntese de RNA. A acri- 
dina inibe a síntese de RNA de maneira semelhante (Fig. 26-10). 

A rifampicina inibe a síntese de RNA bacteriana ao ligar-se 
à subunidade |3 da RNA polimerase (veja Fig. 26-4), impedindo 
a iniciação da transcrição. Ela ê, algumas vezes, usada como an- 
tibiótico. 


O cogumelo Amanita phalloides desenvolveu um mecanis- 
mo de defesa efetivo contra predadores. Ele produz a-amanití- 
na, que interrompe a formação do mRNA nas células animais, 
bloqueando a RNA polimerase 11 e, em concentrações mais al- 
tas, também a RNA polimerase III. Nem a RNA polimerase 1 
nem a RNA polimerase bacteriana sio sensíveis à ct-amaniüna 
— nem mesmo a RNA polimerase II do próprio A. phalloides* 

Processamento do RNA 

Muitas das moléculas de RNA na bactéria, e pratica mente todas 
as moléculas de RNA nos eucariotos, são processadas em certo 
grau depois de ser sintetizadas. Alguns dos eventos moleculares 
mais interessantes no metabolismo do RNA $Io encontrados 
nessas reações pós-sintetizantes. Curiosamente, as enzimas que 
catalisam essas reações algumas vezes consistem de RNA em vez 
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Figura 26-10 - Artlnomicina D é acridína, íni- 
bidorri da transcrição do DMA ia) A porção 
wmbreáda da actnormcna D é plana r e interta- 
t*-se enire t*>s pares de bases G*C, sucenüvós 
noDNAtíwpleí Aséí^^asdeEíoçpeptídKís 
dcfcos da aciinorvina D se ligam ao sulco me- 
nor da dupia Mica. Sarcosma ESart é a W-m*tl- 
gkrwL me Vai é a rwüvalra. A acndina tam- 
bém age pela intercalação no DMA fb) Um cotth 
pleio dã actínomcflia D com o DMA O esqueleto 
carbónico do PNA ê mostrado em azul, as bases 
em branco, a pane miercaiaria da actmomtpna 
D (sombreada em {■>} «ta em laranja, fo«r 
tanie da acimomiciriã esiã em vermelho ü DMA 
se curva, em consequência da ligação com a ac- 
tinomicma 



A^rmoTTikini D 


000 

H 

ÀCiitlima 

(«I 



<bl 


Figura 26-11 - Formação do transcrita primi- 
fio • »u prwwiamento durante a matura- 
ção do mUNA em uma célula ■ucanòtka D 

capacele 5 (em vwnelho)e admonado antes que 
a síntese do transcrito pnmãno esteia completa 
Uma sequência não-cfidifcadora, que se segue ao 
último êuOff. é mo$trada em laranja A emenda 
pode ocorrer antes ou dcpoa das etapas de dwa- 
gem e poliaden ilação Todos; os processos rtpre- 
sentadoí aqui tttão localzados dentro do núdco 



de proteína. A descoberta dos RN As catalíticos, ou ribozinus, 
causou uma revolução na idéia a respeito da função do RN A e 
sobre a origem da vida. 

Uma molécula de RN A recém -sintetizada é chamada de um 
transcrito primário. Talvez os processamentos mais extensos dos 
transcritos primários ocorram nos mRNAs dos eucariotos e nos 
iRNAs tanto dc bactérias quanto de eucariotos, O transcrito pri- 
mário de um mRNA eucariótico usualmente contém scqüéncias 
cercando um gene, embora as seqüéneias codificadoras do polí* 
peptídeo possam nao ser contíguas. Regiões não-codificadorns que 
quebram a região codificadora do transcrito são chamadas de in- 
tronsi e os segmentos codificadores são chamados de éxons (veja a 
discussão a respeito de Lntrons e éxons do DMA* no Capítulo 24), 
Em um processo chamado de emenda (“splicing* 1 , da mesma for- 
ma que em português, o termo inglês se refere apenas ao segundo 
evento de um processo biológico que inclui o corte e a emenda de 


íragmen tos; quando possível, distinguiremos as duas etapas do pn> 
cessohotímrons são removidos dos transcritos primários e os éxons 
são unidos para formar uma seqÜ&H i a contígua , especificando um 
polipeptideo funcional. Os mRNAs eucarióticos são também mo- 
dificados em cada extremidade, Uma estrutura chamada de capa- 
cete [veja pág. 783) é adicionada A extremidade 5 r . A extremidade 3' 
é divada, e Bü a 250 resíduos de adenllato slo adicionados para 
criar uma “cauda" poli(A), Esses prt>ct‘ssos são esquematizados na 
figura 26-11 e descritos mais detalhadamente a seguir. 

Os transcritos primários da maioria dos tRNAs procarióti- 
cós e eucarióticos são processados pela remoção de seqüências 
de cada extremidade (chamada de divagem) e, em alguns casos, 
pela remoção de introns (emenda), Muitas bases e açúcares nos 
tRNAs são também modificados; tRNAs maduros estão reple- 
tos de bases ineomuns, náo encontradas em outros ácidos mi- 
déicos (veja Fíg, 26-26). 


O destino final de qualquer RNA é a sua degradação com- 
pleta A taxa de renovação do% RXAs desempenha um papel cri- 
tico na determinação dc seu nível de equilíbrio estacionário e na 
velocidade peia qual as çéluhs podem interromper a expressão 
de um gene cujo produto não é mais necessário. Durante o de- 
senvoívimento dos organismos multkelulares, por exemplo, é 
importante que certas proteínas sejam expressas apenas em um 
eslágio. e o mRNA. que codifica tal proteína, deve, portanto, ser 
feito e destruído nos momentos apropriado* 

Os Íntrons transcritos no RNA 
são removidos pola emenda 

Nas bactérias, uma cadeia polipeptídica é geralmente codifica- 
da por uma sequência de DNA que é colínear com a sequência 
de uminoáddos, continuando ao longo do DNA molde sem 
interrupção, até que a informação necessária para especificar o 
polipeptídeo esteja completa. Entretanto, a noção de que lo- 
dos os genes são contínuos foi inesperada mente contestada em 
1977, quando Phillíp Sharp e Richard Roberls descobriram, 
indepen dentemen te, que os genes para polipeptldeos nos cu- 
ca ri o tos são frequentemente interrompidos pelas seqüèncias 
ná o -codificadoras {íntrons). A grande maioria dos genes nos 
vertebrados contém intrans; entre as poucas exceções, estão os 
genes que codificam as historias, A ocorrência de íntrons em 
outros eucariotos é variável Muitos genes na Eevedtira Saccha- 
romyces cerevisiae não possuem íntrons, embora, em outras es- 
pécies de fungos, os íntrons sejam mais comuns, Os íntrons são 
também encontrados em nns poucos genes bacterianos e ar- 
que bacterianos. 

Os íntrons no DNA são transcritos junto com o resto do 
gene pela RNA polimcrase, Os íntrons no transcrito primário 
de RNA sào então cortados, e os éxons são emendados para for- 
mar um RNA funcional, maduro. Os introm foram descobertos 
quando o UNA de um gene conhecido foi completamente des- 
naturado e então renaturado, na presença de um RNA maduro 
derivado daquele gene. O híbrido RNA- D NA que se formou pos- 


suía alças de sequências de DNA que não pareavam com as bases 
do RNA { Fig. 26-12), Esse e outros métodos mostraram que mui- 
tos genes possuem fnlrons, alguns dos quais, dezenas deles, 

Nos mRNAs eucanòticos» a maioria dos éxons é menor que 
1 .000 nudeotideos de comprimento, com muitos no intervalo de 
tamanho entre 100 e 200 nudeotídeos, codificando trechos de 30 
a 60 aminoáridos dentro de um polipeptideo maior Os íntrons 
variam em tamanho* de 50 a 20.000 nudcotkkos, Genes de euca 
riolos superiores, incluindo o homem, possuem tipicamente mui- 
to mais DNA destinado aos íntrons do que aos éxons. Muitos ge- 
nes possuem íntrons; alguns genes possuem dezenas deles, 

O RNA catalisa a emenda 

Há quatro classes de íntrons. As duas primeiras, chamadas de 
íntrons dos grupos ! e II, compartilham algumas caracteristi- 
cas-diave, mas diferem nos detalhes de seus mecanismos de 
emenda. Íntrons do grupo I são encontrados em alguns genes 
nudearest mitocondriais e donoplastíais, que codificam rRN As, 
mRNAs e tRNÀs. íntrons do grupo II são geralmente encontra- 
do* nos transcrito* primários dos mRNAs mitocondriais e do- 
roplastiais, em fungos, algas e plantas. Íntrons dos grupos I e 11 
são também encontrados entre os raros exemplos de íntrons 
em bactérias. Nenhuma classe requer um co fator rioo em ener- 
gia (como o ATR) pará a emenda. Os mecanismos de emenda 
em ambos os grupos envolvem uma reação dc traosesterifka- 
ção em duas etapas ( Fig. 26- 1 3 ). Um grupo hidraxíla 2' ou 3' de 
uma ribose faz um ataque nucleofUko em um fósforo e, em 
cada etapa, uma nova ligação fosfodiéster é formada à custa da 
velha, mantendo o balanço de energia. Essas reações são muito 
semelhantes às reações de quebra e junção do DNA, promovi- 
das pelas topoisomerascs í veja Fig, 24-20) c pelas recomhitiasex 
sitio- especificas Ivcja Hg. 25-36). 

A reação de corte do grupo l requer um co-falor de guanina, 
nuJeusid-èo ou nudeottdeo. mas, o co-íator não e usado como 
fonte de energia; ao contrario o grupo da hidroxila 3 1 da guanosi- 
na é usado como um n ut kofílo na primeira etapa da via de corte. 
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Figura 2F-1Z - Demonstração das sequências nào-codifit adoras no gene da ovoalbumina de galinha pela hibridixaçÂo RNA DNA (a) mRNA 
maduro foi Nbridizado com a sua fita complemenlar no DMA desnaturado que contém o gene da Dvoaiburruna, e as moléculas resultantes foram 
visualizadas ao microscópio eleirOrvco Algumas regiões do DNA não possuem complemento no mftNA maduro (formado pelo corte do ttansento 
pr imano), produzindo as a<as de filas simpfes de DMA mostradas na deüomiciógrafia. As alças delmemn a localização e o tamanho dos «ntrons. fb) Os 
irtuons são marcados de a a G e os éxons de t a 7. i codrka uma sequência sinal que endereça a proteína p&* a exportação da célula fveja Fig 27-36) 
A cauda poü(A) defrv a extremidade 3* do mRMA (e> Uma represemaçSo tneaf do gene da ovoabumna, mostrando os mtrons e hom 
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O grupo da hidrodla 3 r da guanosina forma uma ligação fosfo- 
diéster normal 3',5 r com a extremidade 5' do íntron (Fig. 26- 
14). A hidroxila y do éxon, que é deslocada nessa etapa, age então 
como um nudeófilo, em uma reação semelhante na extremida- 
de y do íntron, O resultado é aexcísão precisa do íntron e a ligação 
dos éxons, 

Nos íntrons do grupo II, 0 padrào é semelhante, exceto para o 
nudeófilo da primeira etapa, que, nesse caso, é o grupo hidroxila 2 r 
de um resíduo de adenilato dentrv do íntron (Fig, 26-15). Uma 
estrutura na forma de laço é formada como um intermediário. 


Tentativas para identificar as enzimas que promovem os 
cortes dos íntrons dos grupos I e II produziram uma grande 
surpresa: esses Íntrons eram autocortávei$< Nenhuma enzima 
protéica estava envolvida, Isso foi primeiro revelado em estu- 
dos do mecanismo de corte do íntron do rRNA do grupo J s do 
protozoário dliado Tetrahymena thermophila, por Theunas 
Cech e colaboradores, em 1982. Esses pesquisadores transcre- 
veram o DNA da Tetrahymena isolado (incluindo o íntron) in 
vitrOf usando a RNA polímerase bactéria na purificada. O RN A 
resultante se autocortava precisamente, sem nenhuma enzima 
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Exon fnrron 


Figura 26-17 - Emenda do tRNA de levedura 

Esse intron do grupo IV é primeiro removido pela 
divagem catalisada pela çndonudease em ambas 
as extremidades. O fosfato cíclico 2'. 3' no éxon 5' 
(a} é clivado por uma nudeotideo fosfodfi este rase 
cíclica, deixando o fosfato 2' {b). A OH deixada 
no êxon 3' (c), è ativada em duas etapas, reque- 
rendo um co-fator de alta energia (ATP) para for- 
mar (d). A OH 3 r r livre do éxon S' r agora age como 
um nucleúfilo para deslocar o AMR do éxon 3', 
unindo os dois êxons com uma ligação fosfodiés- 
ter (e). 0 fosfato 2 r ê removido para produzir o 
produto fmal (f). 


5 ' 

fb) 




Embora os íntrons trabalhados pelos cmendosaomos pare- 
çam ser limitados aos eucariotos, as outras classes de íntrons 
não o são. Genes com íntrons dos grupos I e II têm sido agora 
encontrados tanto em bactérias como em vírus bacterianos. O 
bncteriófago T4, por exemplo, possui vários genes codificadores 
de proteínas com íntrons do grupo I. Os íntrons parecem ser mais 
comuns nas arquebactérias (veja pág, 19) do que nas bactérias. 

Os mRNAs eucarióticos sofrem 
processamento adicional 

Os mRNAs eucarióticos maduros possuem características estru- 
turais distintas nas duas extremidades. A maioria possui um 
capacete 5\ um resíduo da 7-metilguanosina unído ao resíduo 
terminal 5 r do mRNA por meio de uma ligação incomum 5 r S- 
trifosfato (Fíg. 26-18). Na extremidade 3 r > a maioria dos mRNAs 
eucarióticos possui uma “cauda” de 80 a 250 resíduos de adem- 
lato» chamada de cauda poli(A). 


As funções do capacete 5 H e da cauda poli(A) 3' são apenas 
parcialmente conhecidas. O capacete 5 r liga-se a uma proteína 
específica e pode participar da ligação do mRNA ao ribossomo 
para iniciar a tradução (Capítulo 27). A cauda poli(A) também 
funciona como um sítio de ligação para uma proteína específi- 
ca. É provável que o capacete 5', a cauda de poli(A) e suas proteí- 
nas associadas ajudem a proteger o mRNA da destruição enzi- 
mática. Muitos mRNAs procaríóticos também possuem caudas 
poli(À), mas essas caudas facilitam o decaimento do mRNA em 
vez de protegé-los da degradação. 

Ambos os tipos de estruturas terminais são adicionados em 
várias etapas. O capacete 5' é formado pela condensação de uma 
molécula de GTP com o trifosfato» na extremidade 5' do transcrito, 
A guanina é subsequentemente metilada na N-7, e grupos meti- 
3a adicionais freqüen temente são adicionados nas hidroxilas 2 r 
do primeiro e segundo nudeotídeos adjacentes ao capacete (Fig. 
26- 1 8}, Os grupos meti la são derivados da 5-adenosilmetionina. 
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Figura 26- 18 - O capacete 5' do mRNA 

f*> A 7-metÜguanosjria ê unida â exlrerru- 
ddCe 5‘ de quase lodos cs mRNÁs eucaro- 
Um. em uma fcgação tnfosíaro 5\S' nãO 
^suJ O* grupos metia (em vemelboi são 
frequentemente enconfr^ na pawçic 2’ 
dO pnffi^m e segunda nuç%otld*o$, CH 
AMAS nas celtias de tesçckra nâo possu- 
em os grupos media 2' O grupo metua 2' 
no segundto nuc eotideo ê ge^a mente en- 
conuado apenas nos RMAs de ç eludas de 
mretorados (b) A ; omiçèo do capacete 
$' envõta! quatro è Mico etapas separa- 
das (A abreviação pa"a a 5-adenosil'bo- 
moDitdna e adoHcy) 



A cauda poli(A) é adicionada cm um processo de múltiplas 
etapas. O transcrito estende-se além do sítio no qual a cauda 
pnli{ A ) deve ser adicionada, e então de é clivado no sítio de adi- 
ção da pollí A), por um componente endonuckàsioo de um gran- 
de complexo enzimáticü (Fig. 26-19), 0 sítio do mRNA em que 
ocorre a clivagem é marcado por dois elementos de sequência; a 
seqüineia altamente conservada (5')ÀAUÀAÁ(3' }» 10 a 30 nu- 
deotüdeoí no lado 5 J (a montante) do sítio de clivagem, e uma 
seqüência bem menos definida, rica em resíduos de G e U. 20 a 
40 nudeotideos a jusante do sitio de divagem. A divagem gera 
um grupo hidroxila 3 f livre que define a extremidade do mRNA, 
ao qual o* resíduos de sdenilato são imediatamente adicionados 
pela poliadenilato polimerase, que catalisa a reação 

RKA - fiATP * RNAHAMP1, f nRP 

onde n - 60 a 250. Essa enzima não requer um molde, mas re- 
quer que o mRNA clivado seta um iniciador. 


Figura 26-19 - Adição da uudi púli(A) ao transcrito primário 

d» RN A doí eucariotos A RN A polimerase sintetiza RN A além do 
segmento do transcrito que contem as seqüências sinalizadoras da 
divagem, incluindo a seqüênda altamente conservada (5 r )ÀAUAAA 
h montante. (•) A seqüênçia Sinalizadora da divagem é ligada por 
um complexo enzimàtico que inclui uma endDnuclease, uma polia- 
denilato poimnerase e várias outras proteínas com múltiplas subum- 
dades envolvidas na reconhecimento da sequência, no estimulo da 
divagem e na regulação da extensão da cauda pali(A). fb) 0 RN A £ 
clivado pela endomidease em um ponto to a 30 nudeotfdeOá 3\ a 
[usári te da sequência ÀAUAAA ■: O A pcltademtaio polimerase smte- 
tiía uma cau-da polKAi de SG a 250 nudeotideos de extensão, tmne- 
çanda no sitio de divagem 
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Figura 26-20 - VHão geral óo p nxw- 
va mento dt uai mftNA tucanõtko G 

gene da wwlbununa é novarrente usa- 
do como exemplo fv*|a Fig 26-12) Os 
mtrora sáo assinalados com letras de A a 
G e os íwora numerados de t a 7 e L 
Cerca de três quartos do RNA são remo 
vidos durante o processamento. A RNA 
polimerase II estende o transento primá- 
rio bem além dos sltips de divagem e de 
pohadenüaíão ("RNA exlra") antes que 
a transcrito termme. Gs sinais determi- 
nação para a RNA poHmerase II não fo- 
ram ainda bem dei moos 


O processamento dc Um mRNA eucjrsóiKo típico está es- 
quematizado Eia Figura 26-20. Em alguns casos, a região condi ft - 
cadota de polrpepfideo do mRNA é também modificada pela 
'“editoração" do RNA ( veja Adendo 27 - 1 ). Um exemplo partieu- 
larmente dramático ocorre em um protozoário parasita chama- 
do de tripanossomo: grandes regiões de um mRNA são sinteti- 
zadas sem qualquer uri dilato, e os resíduos de U são inseridos 
depois pela editoração do RNA. 

Múltipk» produtos são derivados de um 
gene pelo processamento diferencial do RNA 

A transcrição dos introns consome recursos celulares t energia, 
sem retornar nenhum bcncfkio óbvio ao organismo; entretan- 
to» os in trotis podem conferir uma vanl agem ainda não consí- 
det ada pelos ciem Luas. Os mtrons podem ser vestígios de um 
parasita molecular não diferente dos transposons considerados 
no Capitulo 25. Embora esses benefícios não sejam ainda claros 
na maioria dos casos, as células podem ter se desenvolvido para 
tirar vantagem das vias de emenda, para alterar a expressão de 
certos genes, 

Embora os transcritos de mRNA eucarióticos, na maioria* 
produzam apenas um mRNA maduro e um polipeptídeo cor- 
respondente» alguns podem ser processados de mais de uma 
maneira pata produzir mRNA* difmtnteí e, portanto, polipepii- 
deos diferentes. O transcrito primário contém sinais molecula- 
res para todas as vias de processamento alternativo. A via favo- 
recida em uma dada célula é determinada por fatores de proces- 
samento. proteínas de ligação a o RNA que promovem uma via 
particular. 

Transcritos com plexo* podem possuir mais de um sítio para 
a divagem e poliaden ilação, ou padrões de cortes alternativos, 
ou ambos [Fig. 26-20, Se houver dois ou mais sítios para a di- 
vagem e a poliadenilação, o uso do mais próximo da ext remida - 
de V removerá mais da scqüéncia do transcrito primário (Fig, 
26-2 la). Esse mecanismo, chamado de sítio de escolha poli(A). 
é usado para gerar diversidade nos domínios variáveis das ca- 
deias pesadas de imimoglobutina. Padrões alternativos de cone 
IFjg, 26-21 b) produzem, a partir de um transcrito primário co- 
mum. tris formas diferentes da cadeia pesada dc msosina em 
diferentes etapas do desenvolvimento da mosca «Las frutas. Am- 
bos os mecanismos entram em ação quando um transcrito pri- 


mário único é processado de forma diferente» para produzir dois 
hormônios diferentes: o hormônio cakito nina regulador do cál- 
cio na tireoide dn nito, e o peptídeo relacionado ao gene da cal- 
dtonina no cérebro dn rato (Fig. 26-22), 

Os RN As ribossõmicos e de transferência 
também sofrem processamento 

O processamento pds-transericional nâo t limitado ao mRNA. 
Os RN As ri bossò micos, tanto das bactérias quanto das células 
eucarióticas, são sintetizados a partir de precursores maiores, 
chamados de RN As pré-ribossõmkm, Nas bactérias, os rRNAs 
165, 23S e 5S (e alguns iRNAs j originam-se de um único precur- 
sor de RNA 50S, que possu i cerca de 6.500 nudeotid eo s. O RNA 
dé ambas as exirem i dad c* do precursor 30$. c entre os rRNAí, i 
removido durante o processamento l Fig. 26-23). 

t> genoina da E C&ti codifica sete moléculas do pré-rRNA. 
Todos esses genes possuem regiões codificadoras do rRNA es- 
sencial mente idênticas, mas diferem nas regiões entre eles. A re- 
gião entre os genes para os rRN As 165 e 235 geral mente codifica 
um ou dois tRNAs, com diferentes tRNAs originando -se de di- 
ferentes transcritos do pré -RNA. As scqüéncias codificadoras 
para os tRNAs são também encontradas m lado 3 r do rRNA 5S 
em alguns transcritos precursores. 

Nos eu cari d t o um transcrito do RNA pré-ribossõmko 4>£ 
é processado no nudeokt para formar os rRN As 1 8S, 28S e 5,85. 
característicos dos nbossomos eucariólicos { Fig. 26-24). O rRNA 
5S da maioria dos eucariotos é sintetizado como um transcrito 
cnmpletamente separado por uma polimerase diferente (RNÀ 
poJimerase III em vez da RNA polimerase 1). 

A maioria das células possui 40 a 50 iRNAs distintos, e as 
células eucariòttca* possuem múltiplas cópias de muitos dos 
genes de tRNA, Os RNAs de transferência são derivados de pre- 
cursores de RNA maiores, pela remoção enzimática das unida- 
des nucleotídicas a partir das extremidades y c 3 r {Fig. 26-25), 
Nos eucariotos, os Introns estão ocasionalmente presentes nos 
transcritos de tRNA e devem ser exdsados. Onde dois ou mais 
tRNAs diferentes estiverem contidos em um único transcrito 
primário, eles sio separados por divagem enzimálica, A RNase 
P é a endonudease que remove o RNA na extremidade 5' dos 
tRNAs, Á extremidade ¥ do tRNA é processada por uma ou mais 
nudeases. incluindo uma exonudease chamada de RNase D. 



Figura 26-21 - Do« mecanismos p ata o processamento alter nativo d# transcritos competa» nol cuu netos ía> Orvagem 
í jtf t nativa e padrões de pohadenuatâo Dos sities pçij( A), A- e Aj, sác mostrados *;b; Paclròes de cortes atam íwm Dois sitos de 
cortes 3* i KuurtL* sâo mostrados fm ambos os mecanismos. mftMAs maduros diferentes sta produzidos a partir do mesmo 
tran sento pnmána. 
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figura 26-22 - Processamento alternativo do transcrito do gene da cakitonina em ratos O Transí ruo primário possui dois 
sltips poli(A)‘ um predomina no cérebro, o outro, na tiredide No cérebro, o corte elimina o fotort calcdcmina {éxon 4); na tirebide, 
esse 6xon é retido. 0$ peptídeos resutiarues sáo processados mais para produzir os produtos hormonais finais o peptldeo relaciona- 
do h «kftonina: ÍCGRP — "cakrlonm gene-rt&ted peptide 4 } no Cérebro e à cakitonina na Tirebide 
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Figura 2^23 - Processamento de transcritos de 
pré- rRNA mi bactérias (a) Antes da dragem, o 
precursor do RNA 30S é m#i<lado em b ases específi- 
cas (b) A divagem libera precursores dos rRNAs e 
tRNAfsiL As drvagens nos pontos marcados com 1. 2 e 
2 è reatzada pelas enzimas RMase m. RNase P e ftMase 
L respectívamenxe Como »rí d«Utitto mas adame 
neste texto, a RNase P t uma nbazma (cJ Os produz 
tos fvw dos rRNA 16$, 23S e 5S resultam da ação de 
uma variedade de nuçt*as« especrftos. As sete có- 
»as do gene para t> pre-rflNA nç cromossomo da t «tf 
diferem no número, na loc aazaçÂo e na identidade dos 
tPNAs nduidos no transcrito pomãno Algumas có- 
pias do gene possuem segmentos adicionais de genes 
tFNA entre os segmentos de rRNA 165 e 23S e na 
distante extremidade 3 r do tramcnto pomâno 
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Figura 26-24 - Processamento de transcritos de 
pré-rRNA em vertebrados (a) O precursor 455 é 
meti lado em ma* de 1M dos seus 14.000 nudeotl- 
deos, principalmente nos grupos OH-2' das unidades 
de ribose retidas nos produtos fina*, (b) Uma série de 
rfi vagens enzimíticas produz os rRN As IBS. 5.85 e28S. 
As reações de divagem requerem RMAs encontrados 
no nudãokj, chamados de RNAs nucleares pequenos 
(snRNAsX dentro de completos proteicos remmescen- 
les dt» emendossomos 0 fRNA 5$ ê produzido sepa- 



Figura 26-2S - Processamento dos tRNAs nas bactérias m nos eucarlotos O tRNA v de levedura (o tfMMÀ especifico para a ligação da tinosma) è 
usado para ilustrar as etapas importantes. As sequências de nucleotídeo mostradas em amarelo são removidas do transcrito primário. As extremidades 
são processadas primeiro, a extremidade 5' antes da extremidade 3 J O CCÂ t então, adicionado á extremidade 3', gma etapa necessária no proces- 
samento dos IRMAS eucafiúhcos e daqueles tRNAs bacterianos que ruão possuem essa seqüÉncia no transcrito pnmàno. Enquanto essas- extremidades 
estio sendo processadas, bases específicas no resto do transcrito são modificadas (veja Fig. 26-26) Para o TRNA eucarrôtJto mostrado aqui, a etapa final 
é o cone do Intron de 14 nodeotfdeot íntrom são encontrados em alguns iflNAs eucanólicos. mas não em tRNAs bactenanos 
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A RNase P. encontrada em todos os organismos, contém tanto 
p rolem* quanto RN A. O componente RN A è essencial para a 
atividade. e, em células bacterianas, ele pode desempenhar sua 
função processante com precisão, mesmo na ausência do com- 
ponente protéicu. A RNAse P é s portanto, um oulro exemplo de 
RNÀ catalítico, como será descrito com mais detalhes a seguir. 

Os precursores dos tRNAs podem sofrer um outro proces- 
sarnento pós - tra n seriei o nal. O trinucleotldea 3 f terminal 
CCÀ(3'), ao qual um aminoáddo será ligado durante a síntese 
de proteínas (Capítulo 27), está ausente em algumas bactérias e 
em todos os precursores tRNA eucarióticos, e é adicionado du- 
rante o processamento (Fig. 26-25], Essa adição é realizada pda 
[RN A núcleo li dikramfer ase, uma enzima não usual que liga m 
três ribonudeosideos trífosfatas precursores em sítios ativos se- 
parados c cautLvj a formação das ligações fosfodiéstercs para 
produzir a seqüénda CCA(3 r ). A criaçao dessa sequência defini- 
da de nücEcoUdeoH é* portanto, independente de um molde de 
DNA ou R.NÀ — O molde é o sítio de ligação da enzima 

O tipo final de processamento do iRNA éa tnodifkaçio de 
algumas das bases por metihçâo, deam inação ou redução i f ig. 
26- 26 ) . No caso da pseudo- uridina <tp ) , a base { urarila 9 i remo - 
vida e re ligada ao açúcar por meio C-5. Algumas dessas bases 
modificadas ocorrem em posições características em todos os 
tRNAs íFig. 26-23). 

Alguns «ventos nó metabolismo do RNA 
são catalisados por enzimas de RNA 

O esiud-n do processa mento pos-transcncionaí das moléculas 
de RNA kvmi a uma das mais excitantes descobertas da bioquí- 
mica moderna — a eJtiüéncia de enzimas de RNA, As ribozimás 
mais bem caracterizadas são os inlrans autocosturáveis do gru- 
po 1, a RNase P e a ribozima cabeça -de-martel o. A maioria das 
atividades dessas ríbozimas está baseada em duas reações fun- 
damentais: iransesieriH cação (veja Fig. 26-13) e hidrólise da li- 
gação fosfodiésler (clivagem). O substrato para as ribnzimas é 
freqüentcmentc uma molécula de RNA, e pode até mesmo scr 
parte da própria ríbozíma. Quando seu substrato é RNA, um 
catalisador dc RN A pode fazer uso das interações de pareamen 
to de bases para alinhar o substrato para a reação. 

As riboztmas variam muito em tamanho. Um fntron auto- 
costurável do grupo I pode ter mais de 400 nudeotEdeos. A ri* 
bazima cabeça -de- martelo consbte em duas fitas dc RNA, com 
um total dc apenas 41 núcleo tideos (Fig, 26-27). Da mesma for* 



Figura 26-27 - Ribozima cs beça- de- martelo Gedos elementos seme- 
lhantes ao vírus, chamados de vroisórdw, possuem pequenos genomas 
de RNA e usualmente requerem um outro vírus para ajudá-los na sua 
replitaçãoe/ou empacotamento. Alguns RNAs virusóides incluem peque- 
nos segmentos que promovem reações de clivagem sltio-especifitas as- 
sociadas a replicaçâo. Esses segmentos são chamados de ribozimescabe- 
ça-de- maneio, porque suas estruturas secundárias têm a forma da cabe- 
ça de um martelo. As ribozimas cabeça -de- martelo têm sido definidas e 
estudadas separadamente de RNA virais, que são muito maiores, (a) As 
seqüências mínimas requeridas para a catalise. Os nudeotídeos enqua- 
drados são altamente conservados e roque ridos para a função catalítica 
A seta indica o sítio de autoclivagem (bi Estrutura tridimensional. As 
fitas são coloridas como em (a) A ribozima ca beça -de- martelo é uma 
metaloenzima; fons são requeridos para a catálise. A ligação fosfo- 
diêster no sítio de autoclivagem está entre os doe residuos de nucleoti- 
deos mostrados em amarelo 
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ma que as enzimas proteicas, a estrutura tridimensional da ri' 
bozima £ importante para a função. A atividade se perde se o 
RNA for aquecida além da temperatura de fusão, se agentes des* 
Migrantes ou oligonudeotídeos complementares forem adicio- 
nados, o que rompe os padrões normais de pareamento de ba- 
ses. As ríbüzimas podem também ser inativadas se nudeotídeos 
essenciais forem alterados, A estrutura secundária de um íntron 
autocortávei do grupo I do precursor 26S rRNA de Temhyme- 
na é mostrada em detalhe na Figura 26-28. 

Proprishdades enzímáticas do» fntrofis do grupo l. Os 

íntron* aotocortáveis do grupo I compartilham várias proprie- 
dades com enzimas, além de acelerar muito a velocidade da 
reação, incluindo seus comportamentos cinéticos e sua grande 
especificidade. A ligação do co- fator guanosina ao íntron do 
grupo E do rRNA da Terrahymena é saturável t * 30pM), e 
pode ser competULvamente inibida pela 3'-desoxiguanosma. 
0 íntron é muito preciso na reação de exci&ão, principal mente 
devido a um segmento chamado de sequência guia interna, 
que pode formar pares de bases com sequências de éxon próxi- 
mas ao sitio de emenda 5' (Fig. 26-28), Esse pareamento pro- 
move o alinhamento de ligações específicas para que sejam cli- 
vadas e rejuntadas. 

Pelo fáto de o próprio tntron ser quimicamente alterado por 
ter suas extremidades clivadas durante a reação de emenda, pode 
parecer que de nio tenha uma propriedade enzimátka chave: a 


habilidade de catalisar reações múltiplas. Uma inspeção mais 
atenta mostrou que, depois da exrisàa, o Íntron de 4 14 nucleotí- 
deos do rRNA da Tetmhymena pode, in vitro, agir como uma 
verdadeira enrima ( m vrw ele è rapidamente degradado U Uma 
série de reações trtlramoEec [dares de ddização/divagem no m 
tron escisado leva à perda de nudeotídeos, a partir da sua 
extremidade 5'. O RNA linear remanescente de 395 nu^k-ut ide- 
os, chamado de Ld9 1VS, promove reações de transferência de 
nudeotídeos, nas qual» alguns oligonudeotideos são alongados 
a expenda* de outros (Fig. 26-29). Os melhores substratos são 
oligoniickotideos» por exemplo, um oligòmero sintético de cin- 
co ctt [dilatas (C)j, que pode formar pareamento de base com a 
mesma seqüênc ia guia interna rica em guanilato, que mantinha 
o éxon 5' no lugar para a auto-emenda, 

A atividade enzimitka do L-19 IVS multa de um cklo dc 
reações de transestenfkaçàcç com mecanismo semeihanic ao da 
auto- emenda. Cada riboztma pode processar cerca de L 00 molé- 
culas de substrato por hora e nâo ser alterada na reação; portan- 
to, o íntron atua como um catalisador. Ele segue a cinética de 
Michadis-Menten» é específico para substratos oligonucleotldeas 
de RNA e pode ser inibido competitiva mente. A k^/Kn [a cons- 
tante de especificidade) é 10*M 's J menor que* de mui u* enzi- 
mas, mas essa ribozíma acelera a hidrólise por um fator de 10“ 
relat ivamente á reação não-carahsada. A riboztma Éaz uso da ori- 
entação do substrato, da catálise covalente c da catálise metal 
km — estratégias usadas por enzimas protéicas. 
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Figura 26-29 - Atividade catalítica in vitro 
da L-19 IVS. (a) A L-19 IVS à gerada pela remo- 
ção- autocatalltica de 19 nucleotldeos da extre- 
midade 5' do íntron cortado da Tetta/iymena. O 
sítio de divagem está indicado pela seta na se- 
qüénoa gma interna {enquadrada). O resíduo G 
(sombreado em vermelho), adicionado na primei- 
ra etapa da reação de emenda (veja Fig. 26-14\ 
á parte da seq üênda removida. Uma porção da 
seqüênoa guia interna permanece na extremi- 
dade 5' da L-19 IVS. (b) A L-19 IVS aumenta al- 
guns ol-igonucleotideosa expensas de outros, em 
um eido de reações de transesterifi cação (eta- 
pas © a @). A OH 3' do resíduo G na extremi- 
dade 3 r da L-19 IVS desempenha um papel-cha- 
ve nesse ciclo de reações (observe que esse não 
é o resíduo adicionado na reação de emenda). 
(C) s é um dos melhores substratos da nbozima r 
porque ele pode parear as bases com a sequên- 
cia gula remanescente no Intton. Embora essa 
atividade catalítica seja provavelmente irrelevan- 
te para a célula, ela tem implicações importan- 
tes para as hipóteses atuais sobre a evoluçêo, 
discutidas no final deste capítulo. 
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Características de outras rlboximas. A RNase P da E. coli 
possui um componente RNA (o Ml RNA T 377 nudeotideos) e 
utn componente protéico (M, 17, SOO). Em 19S3, SidneyÀltman 
e Norman Pace e seus colaboradores descobriram que, sob algu- 
mas condições, o M 1 RNA sozinho era suficiente para a catálise, 
clivando os precursores do tRNA na posição correta, O compo- 
nente protéico aparentemente estabiliza o RNA ou facilita sua 
função in vivo. A ribozima RNase P reconhece a Forma tridi- 
mensional do seu substrato pré-tRNA junto com a sequência 
CCA e, portanto, pode clivar as extremidades líderes 5' de diver- 
sos tRNAs (Fig. 26-25). 

O repertório catalítico das nbozimas continua a se expan- 
dir, Alguns viróides, pequenos RNAs associados a vírus de RNA 
de plantas, incluem uma estrutura que promove uma reação de 
auto -emenda. A ribozima cabeça-de- martelo,, ilustrada na Fi- 
gura 26-27, é uma delas, catalisando a hidrólise de uma ligação 
fosfodi éster interna. Acredita-se que a reação de emenda que 
ocorre em um emendossomo dependa de um centro catalítico, 
formado pela U2„ U5 e U6 snRNAs (Fig, 26-16). Também, um 
componente RNA dos ribossomos (Capitulo 27) pode partici- 
par da catálise da síntese protéica. 


A exploração dos RNAs catalíticos tem fornecido novas idéias 
para a função catalítica em geral e tem implicações importantes 
para a nossa compreensão sobre a origem e a evolução da vida 
neste planeta, um tópico que discutiremos no final deste capítulo. 

06 mRNAs celulares são degradados 
em velocidades diferentes 

A expressão dos genes é regulada em muitos níveis. Um fator 
crucial que governa uma expressão gê nica é a concentração ce- 
lular do seu mRNA associado. À concentração de qualquer mo- 
lécula depende de dois fatores: a sua velocidade de síntese e a sua 
velocidade de degradação. Quando a síntese e a degradação de 
um mRNA estiverem balanceadas, sua concentração permanece 
em um equilíbrio estacionário, Uma alteração em qualquer ve- 
locidade levará a um acúmulo ou depleçâo do mRNA. As vias 
degradativas garantem que os mRNAs não se formem na célula 
e direcionem a síntese de proteínas desnecessárias. 

As velocidades de degradação variam muito nos mRNAs de 
diferentes genes eucariòticos. Para um produto gênico que seja 
necessário apenas momentaneamente, a meia- vida do seu mRNA 
pode ser de apenas minutos, ou mesmo segundos. Produtos gê- 
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nicos necessitados constantemente pela célula podem ter mRNAs 
que sejam estáveis por muitas gerações de célula»» A meia-vida 
média de um mRNA de uma célula de vertebrado é de cerca de 
3 horas, com a quantidade de cada mRNA se renovando cerca de 
dez vezes em cada geração de célula» A meia-vida dos mRNAs 
bacterianos é de apenas cerca de 1 ,5 minuto, talvez relacionada 
com os requerimentos regulatórios, 

O RNA é degradado pelas ribonudeases presentes em todas 
as células, usualmente em uma direção 5 '->3', embora exorri- 
bonudeases 3 f -»5' também existam. mRNAs estáveis carregam 
uma seqilência em suas extremidades 3\ que inibe as exorribo- 
nuckases. Nas bactérias» a degradação do mRNA frequentemente 
começa quase tão logo a transcrição se completa, com as ribo- 
nudeases degradativas seguindo logo atrás dos ribossomos que 
traduzem o mRNA em proteína (Capítulo 27). Uma estrutura 
grampo nos mRNAs bacterianos com terminação independente 
de p (veja Fig. 26-7) confere estabilidade contra a degradação. 
Estruturas grampo semelhantes podem tornar algumas partes 
de um transcrito primário mais estáveis, levando à degradação 
não uniforme de alguns transcritos policistrônioos, Nas células 
eucariôticas, a cauda poli(A) 3' é importante para a estabilidade 
de muitos mRNAs, Uma via degradativa principal nas células 
eucariôticas envolve, primeiro, o encurtamento da cauda poli( A), 
depois a retirada do capacete da extremidade 5k a degradação 
do RNA na direção 5 r -*3\ 

A polinucleotideo fosforilase sintetiza 
aleatoriamente polímeros do tipo RNA 

Em 1955, Marianne Grunberg-Manago e Severo Üchoa desco- 
briram a enzima bacteriana polinucleotideo fosforilase, que in 
virro catalisa a reação: 

(NMP)„ + NDP (NMP)„.| +P, 

Tolinudeotídco 
alongado 

A polinudeotídeo fosforilase foi a primeira enzima encontrada 
que sintetizava ácido nucléico (a descoberta da DNA poli me ra- 
se por Arthur Kornberg seguiu-se logo depois). A reação catali- 
sada pela polinudeotídeo fosforilase difere fundamental mente 
das outras atividades polimerizantes discutidas até agora, pelo 
fato de ela não ser direcionada por molde. À enzima requer ri- 
bonucleosldeos 5 'difosfatos como substratos e não consegue 
agir em homólogos 5'-trifosfatos > ou em desaxirribonucleosl- 
deos 5' -difosfatos. O polímero de RNA formado pela polinu- 
deotEdeo fosforilase contém ligações fosfodiésteres 3', 5' nor- 
mais, que podem ser hídrolisadas pela ribonudease. A reação é 
facilmente reversível e pode ser empurrada na direção da que- 
bra do polirríbonucleotideo, aumentando a concentração do 
fosfato. A provável função dessa enzima na célula é a degrada- 
ção dos mRNAs para formar nucleosídeos difosfatos. 


Pelo fato de a reação da polinucleotideo fosforilase não usar 
um molde, o polímero que ela forma não possui uma sequência 
de bases definida. A reação prossegue bem, não apenas com um 
nudeosídeo diíbsfato mas com todos os quatro, e a composição 
da base do polímero resultante reflete nada mais do que as con- 
centrações relativas dos substratos 5 '-difosfatos no meio. 

A polinucleotideo fosforilase pode ser usada no laboratório 
para preparar polímeros de RNA, com seqüéncias e frequências 
de bases muito diferentes. Polímeros de RNA sintéticos dessa 
espécie foram críticos para a dedução do código genético para 
os aminoácidos (Capítulo 27). 

Síntese de RNA e DNA 
Dependente de RNA 

Em nossa discussão das sínteses do RNA e DNA até este ponto, 
o papel da fita molde tem sido reservado ao DNA, Entretanto» 
algumas enzimas usam um molde de RNA para a síntese dos 
ácidos nucléicas. Com a exceção muito importante dos vírus 
com um genoma de RNA» essas enzimas desempenham apenas 
um modesto papel nas vias da informação. Os vírus de RNA são 
a fonte da maioria das polimerases dependentes de RNA carac- 
terizadas até então. 

A existência da replicação do RNA requer uma elaboração 
do dogma central descrito anterior mente (Fig 26-30, contras- 
tando com o diagrama na pág. 712), Às enzimas envolvidas na 
replicação do RNA são extremamente úteis na tecnologia do 
DNA recombinante (Capítulo 29) e têm profundas implicações 
nas investigações sobre a natureza das molécuias auto-replican- 
tes que podem ter existido nos tempos pré-bióticos. 


Replicação í 
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Figura 26-30 - Extensão do dogma centrai para incluir as sínteses de 
RNA e DNA dependentes de RNA. 
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A transcriptase reversa produz 
DNA a partir do RNA virai 

Certos vírus de RNA que infectam as células animais carregam, 
dentro da partícula virai, uma DNA polimerase dependente de 
RNA, chamada de transcriptase reversa. Em uma infecção» o 
genoma virai de RNA de fita simples (-10.000 nuckotideos de 
comprimento) e a enzima entram na célula hospedeira. A trans- 
criptase reversa primeiro catalisa a síntese de uma fita de DNA 
complementar ao RNA virai (Fig, 26-31 ), depois eia degrada a 
fita de RNÁ no híbrido RNA- DNA virai e a substituí por DNÁ. 
Á fita de DNA dúplex assim formada Freqilen temente se incorpo- 
ra ao genoma da célula eucariótica hospedeira. Esses genes vi- 
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Figura 26-31 - Infecção retrovlral de uma célula de mamífero e 
integração do retrovírus no cromossomo hospedeiro. A integração 
do DNA virai no D NA' hospedeiro é mecanicamente semelhante à inser- 
ção dos transposons nos cromossomos bacterianos (Fig. 25-41). Por exem- 
plo, uns poucos panes de bases do DNA hospedeiro são duplicados ng 
sitio de integração, formando repetições curtas de 4 a 6 pares de bases 
em cada extremidade do DNA retroviral inserido (não mostrado). As par- 
tículas virais que entram na célula hospedeira carregam a transcriptase 
reversa virai e um tRNA celular (adquirido de uma célula hospedeira ante- 
rior) já pareado ao RNA virai 0 tRNA facilita a conversão imediata do 
RNA virai á fita dupla de DNA, como descrito no texto. 
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Figura 26-32 - Estrutura e produtos génícos de um genoma de 
retrovírus integrado. Os longos terminais de repetições (LTRs) possuem 
sequências necessárias para a regulação e iniciação da transcrição. A se- 
quência denotada como v é requerida para empacotar os RNAs retroví- 
rais em partículas virais maduras. A transcrição do DNA retroviral pnodví 
um transcrito primário que inclui os genes gag, poS e env, A tradução 
{Capítulo 27) produz uma poliproteína, um polipeptídeo longo e único, 
derivado dos genes gag e poí, que ê proteoliticamente clivado em seis 
proteínas diferentes. A emenda do transcrito primário produz um mRNA 
derivado princi paimente do gene emç que é também traduzido como uma 
poliprateína e depois clivado para gerar as proteínas do envelope virai. 


rais integrados (e dormentes) podem ser ativados e transcritos, 
e os produtos virais — proteínas virais e o próprio genoma virai 
do RNÀ — são empacotados como novos vírus. Os vírus de RN 1 A 
que contêm ag transcriptases reversas são conhecidos como retro- 
virus {retro é prefixo de origem do latim que significa “pata tris 1 "). 

A existência das transcriptases reversas nos vírus de RNA 
foi predita em 1962 por Howard Temin, e as enzimas Foram Fi- 
nalmente detectadas por Temin e s independentemente, por Da- 
vid Baitinnore, em 1970. Essa descoberta chamou muito a aten- 
ção como prova antidogmátícà de que a informação genética 
pode fluir “retroativa mente” do RNÀ para o DNÀ. 



David Balbmore 


Os retrovírus possuem tipicamente três genes: gag {deriva- 
do da designação inglesa “group Associated amtigen")* pol e env 
(Fig, 26-32). O transcrito que contém gag e polé traduzido como 
uma Jonga “poli proteína” um polipeptídeo grande e único, que 
é clivado em seis proteínas com funções distintas. As proteínas 
derivadas do gen egag compõem o interior do núcleo da partícula 
virai, O gene pol codifica a protease que cliva o polipeptídeo lon- 
go, uma integrase que insere o DMA virai no cromossomo da 
célula hospedeira, e a transcriptase reversa. Muitas transe rípta- 
ses reversas freqüentemente possuem duas $ub unidades, ct e p. 
O gene pol especifica a subun idade |3 (M r 90.000), e a sub unida- 
de a (jVf r 65.000) é simplesmente um fragmento proteolítico da 
sub unidade (3, O gene env codifica as proteínas do envelope vi- 
rai. Em cada extremidade do genoma de RNA linear estão se- 
qüéncias terminais de repetições longas (LTR — “/ong /erminal 
repeat”) de algumas centenas de nudeotídeos, Transcritas den- 
tro do DNA duplex* essas seqüèncias Facilitam a integração dn 
cromossomo virai no DNA hospedeiro e contêm promotores 
para a expressão dos genes virais. 

As transcriptases reversas virais possuem Zn 24 , da mesma 
forma que muitas DNÀ e RNA polimerases. Cada transcriptase é 
mais ativa com o RNA do seu próprio vírus, mas pode ser usada 
experimentalmente para sintetizar DNA complementar a uma 
variedade de RNAs. A transcriptase reversa catalisa três reações 
diferentes: (1) síntese do DNA dependente de RNA, (2) degrada- 
ção do RNA e (3) síntese do DNA dependente de DNÀ. As ativi- 
dades de síntese do DNA/RNA e a degradação do RNA utilizam 
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sítios ativos separados na proteína. Para a síntese de DNA come- 
çar, a transcriptase reversa requer um iniciador, um tRNÀ celular 
carregado dentro da partícula virai, mas obtido durante uma in- 
fecção anterior. Esse tKNA é pareado na sua eatrem idade 3 r com 
uma seqUéncia complementar do RN A virai. A nova fita de DNA 
é sintetizada na direção 5 '->3', como em todas as reações das 
RNA e DNA poltmerases. As transcriptases reversas, como as RNA 
polimera&es, não possuem uma exonuclease revisora 3 '->3', Elas 
geralmente apresentam índices de erro de um a cada 20.000 nu- 
deotídeos adicionados. Um índice de erro tão elevado é extre- 
mamente incomum na replícação do DNA e parece ser uma ca- 
racterística da maioria das enzimas que replicam os genomas dos 
vírus de RNA. A conseqüéncia é um índice mais acelerado de evo- 
lução virai, o que é um fator no aparecimento frequente de novas 
cepas de retrovírus causadores de doenças. 

As transcriptases reversas têm se tornado reagentes impor- 
tantes no estudo das relações DNA- RNA e na donagem de DNA. 
Fias tornam possível a síntese laboratorial de um DNA comple- 
mentar a um molde de mRNA, e o DNA sintético, preparado 
dessa maneira, chamado de DNA complementar (cDNA), pode 
ser usado para donar genes celulares (veja Fig, 29*9). 

Os retrovírus causam o câncer e a AIDS 

Os retrovírus têm desempenhado papel importante nos avanços 
recentes sobre o entendimento molecular do câncer, A maioria 
dos retrovírus não mata as Suas células hospedeiras, mas perma- 
nece integrada ao DNA celular, replicando quando a célula se di- 
vide. Alguns retrovírus, classificados como virus tumorais de RNA, 
contêm um oncogene que pode induzir a célula a crescer anor- 
malmente (veja Fig. 13-36), O primeiro retrovírus desse tipo a ser 
estudado foi o vírus do sarcoma de Rous (também chamado de 
vírus do sarcoma de aves; Fig, 26-33), nomeado em homenagem 
a Pcyton Rous, que estudou tumores em galinhas, hoje sabemos 
que eles são induzidos por esses vírus. Desde a descoberta inicial 
dos oncogenes por Harold Varmus e Michael flishop, muitas dú- 
zias desses genes têm sido encontradas nos retrovírus. 


O vírus da imunodefkíénda humana (HTV), que ocasiona 
a síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS), é um retro- 
vírus. Identificado em 1983, o HIV possui um genoma de RNA 
com genes-padrão retrovirais, junto com vários outros genes 
incomuns (Fig. 26-34). Ao contrário de muitos outros vírus, o 
HIV mata muitas das células que infecta (principal mente línfó- 
citos T), em vez de Induzir a formação de tumores. Isso gradual- 
mente leva à supressão do sistema imune no organismo hospe- 
deiro. A transcriptase reversa do HIV é ainda mais sujeita a er- 
ros do que outras transcriptases reversas conhecidas — dez vezes 
ou mais — ■» resultando em altas taxas de mutações nesse vírus. 
Um ou mais erros slo geralmente feitos cada vez que o genoma 
virai é replicado, de forma tal que quaisquer duas moléculas do 
RNA víral quase sempre diferem. 

As vacinas modernas para as infecções virais frequentemen- 
te consistem de uma ou mais proteínas da capa do vírus, produzi- 
das por métodos descritos no Capítulo 29, Essas proteínas não 
sáo infecciosas por si próprias, mas estimulam o sistema imune 
a reconhecer e a resistir às invasões virais subsequentes (Capí- 
tulo 7). Por causa do alto índice de erro da transcriptase reversa 
do HIV, o gene env nesse vírus (juntamente com o resto do ge- 
noma) sofre mutação muito rapidamente, tornando difícil o de- 
senvolvimento de uma vacina efetiva. Entretanto, ciclos repeti- 
dos de invasão e replicação celulares são necessários para propa- 
gar uma infecção pelo HIV, de forma que a inibição das enzimas 
virais promete ser uma terapia efetiva. A protease do HIV è o 
objetivo de uma classe de drogas chamadas de inibidores da pro- 
tease (veja Adendo f! -3). A transcriptase reversa é o alvo de algu- 
mas drogas adicionais, largamente usadas para tratar os indiví- 
duos infectados com o HIV (Adendo 26-2). 

Muitos transposons, retrovírus e fntrons 
podem ter uma origem evolucionária comum 

Alguns transposons bem caracterizados de DNA eucariótico, de 
fontes tão diversas como a levedura e a mosca das frutas, possuem 
uma estrutura muito semelhante àquela dos retrovírus; estes são, 
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Figura 26-33 - Ü genoma do vírus do sarcoma 
de Rous 0 gene src codifica uma proteína quina- 
se lirosina especifica, uma de uma classe de enzi- 
mas conhecidas por funcionar em sistemas que afe- 
tam a divisão celular, as interações célula-célula e 
as comunicações interceluíares (veja Capítulo 13). 
0 mesmo gene é encontrado no ONA de galinhas 






normais e nos genomas de muitos outros e uca rio- 
tos, incluindo o homem. Quando associado ao vJ- 
rus do sarcoma de Rous, esse oncogene è freqüen- 
te mente expresso em níveis anormal mente aftos, 
contribuindo para desregular a divisão celular e para 
o câncer. 
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Figure 26-34 - O genoma do HIV, o vírus que 
causa a AIOS. Alem dos genes retrovirais típicos, 
o HIV contém vários genes pequenos com uma va- 
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todas conhecidas}. Alguns desses genes se sobre- 
põem (Capítulo 27). Mecanismos alternativos de 
emenda levam á produção de muitas pnoteinas di- 
ferentes, a partir desse pequeno genoma {9,7 * 1CT 5 
nucleotldeos). 
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Adendo 26-2 Lutando contra a AIDS com inibidores da transcriptasa reversa do HIV 


A pesquisa na qutmica da biossífiteie dos ácidos 
nuclètcos dependem» de moEdt. combinada a téc- 
nicas modernas da biologia molecular. cem eluci- 
dado o eido de vida t a estruture do vírus da imu- 
noddíriência humana tHlV!, o reirovirus que cau- 
sa a AIDS. Poucos anos após o isolamento do HIV, 
essa pesquisa resultou no desenvolvimento de dro- 
gas capazes de prolongar a vida daquelas pessoas 
infectadas pelo HIV, 

A primeira droga a ser aprovada para uso dinico 
fui o AZT, um análogo estrutural dt daaxitiiiiidi- 
na. Ele íbi pnmeiramente sintetizado em 1964. por 
[erome P. Hocwitz. O AZT falhou como droga «iti- 
cancerígerta ío propósito para o qual foi criado h 
mas. em 1985. descobriu -sc que era um tratamento 
efetivo para a AIDS. O AZT é captado pelos tinfócí- 
los T, células do sistema imune que vão particular' 
mente vulneráveis à infecção pelo HIV, e converti- 
do em AZT trifosfato. O trifusfalo náo pode ser ofe- 
recido direta mente, porque de nâu atravessa a 



membrana pUsmátka. A transcriptase reversa do 
HIV possuí uma afinidade maior com o AZT trtfot 
faio do que com o dTTP, e a ligação do AZT trifbt- 
falo a essa enzima inibe comperiiivamenie s ligação 
do dTTP. Quando o AZT ê adicionado à exiremjda- 
de 3' da fila crescente de RN A. ele não possui urna 
hidroxila 3 f . o que significa que a fita de RNA é pre- 
maturamente terminada e a síntese do RNA vírÉ 
rapidamente interrompida. 

Q AZT trifbsfato não t Uo tóxico para os pró- 
prios UnfÒdtoi T. porque as DNA polímeras» cria- 
lares possuem uma afinidade menor com o AZT 
mfosfatc do que com o étTTR Nas concentrações 
de 1 a 5p M, o AZT afeta a traoscnpiasc reversa da 
HIV, mas tvàu a maioria das replicações do DNA 
das células. Infelizmenle,* droga parece ser touca 
para as células da medula óssea, que são os progeni- 
tores dos eritródlot, e os pacientes que tomam o 
AZT frequentemente desenvolvem anemia. O AZT 
pode aumentar o tempo dc sobrevivência dos pa- 
dentes com AIDS avançada, por cerca de um ano, 
e ek retarda o início da AIDS em indivíduos que 
ainda estejam nas etapas iniciais da infecção pela 
HIV. Algumas outras drogas contra a AIDS, como 
adidesojíiinosina, possuem um mecanismo de açlo 
semelhante. Drogas mais recentes são direcionadas 
à protea.se do HIV e a i na ti vam. Por causa do alto 
índice de erm da transcr iptase reversa do HIV 1 1 
rápida evolução do HIV como resultado, tratamen- 
tos efetivos das infecções pela HIV fazem uso de 
uma combinação de drogas direcionadas tanto á 
pretease quanto i transe riptase reversa. 


algumas vezes, chamado* de retrufransposons { Fíg. 26-351, Os 
retrotransposcuts codificam uma enzima homóloga á t r anscrip- 
tase reversa retro virai, c as suas regiões codificadoras são flanquea- 
das por «qütncias DE, Eks saltam de uma posição para outra 
no genoma celular, por meio de um intermediário de RNA, prova- 
velmente usando a transcriptase reversa para fazer uma cópia de 
DNA do RNA, seguindo-se pela integração do DNA em um novo 
sitio. A maioria dús transposens nos eucariotos provavelmente 
usa esse mecanismo para a transposição, distinguindo -se dos 
transposoms bacterianos., que se movem como DNA. direlamente 
de uma locahzaçáocromossòmica para outra ívria Pag. 23-41), 


Elemento Ty 
[levedurri 

(tTR) (íéff) 

(poi) 

(LTft) 

t. ml I 

TVB 

M 

Elemento copio 
ÍDrasófiJd) 

LTH 


LTR 

! í sk. a 


ar MB 


Figura 26*35 - Ot framposons eucarlótkos O elemento iy da levedura 
SáccApromyç» e a elemento copia da mosca das frutas drosófilas servem 
como exemplos detransposons eucanOUcos, que frequentemente possuem 
uma estrutura semelhante ao retrovírus, mas não possuem o gen env As 
seqüônciaj S do elemento iy são funcionalmente equivalentes ás LTRs vi- 
rais. No elemento cópia, tni e flfsão homólogos aos segmentos da mté- 
grase e da transcnpLase reversa do gene pd, respectlvarnente. 


Os retrotransposons não possuem um gene eitve. dessa for- 
ma, não podem formar partículas virais. Eles podem ser imagi- 
nados como viros defectivus. presos etn células. Comparações 
entre os retro vinis e os transposon* eucarióticos sugerem que a 
iranscnptase reversa seja uma enzima antiga, que precede a evo- 
lução dos organismos miihicelulares. 

Curiosaroentc, muitos íntrons dos grupos 1 e II são tam- 
bém elementos genéticos móveis. Além de suas atividades de 
Auto-emenda, eles codificam, no DNA. endonudeas» que pro- 
movem a sua movimentação, Durante as trocas genéticas entre 
células áa mesma espécie, ou quando o DNA é introduzido em 
uma célula por parasitas ou outros meios, essas endonudeases 
promovem a inserção do intron dentro de um sítio idêntico em 
uma outra cópia de DNA de uni gene homólogo que não conte- 
nha o íntran, em um processo chamado de internai ização ( l£ ho- 
míng w ) {Fig. 26-36). Enquanto o Intron residente do grupo I st 
baseia nó DNA, o intron residente do grupo II ocorre por meio 
de um RNA intermediário. As rndonuclcases dos íntrons do gru- 
po II possuem a atividade de transe riptase reversa associada. Às 
proteínas podem formar complexos com os próprios íntrons de 
RNA, depois que os íntrons sáo cortados dos transcritos primá- 
rios. Pelo fato de que o processo de intemallzação envolve a inser- 
ção do intron de RNA no DNA e a transcrição reversa do intron, 
a movimentação desses íntrons tem sido chamada de retroin- 
temalizaçàü. Com o tempo, cada cópia de um gene particular 


797 


(a) Produção da endonuclease interndizadora 
íntron do tipo I 


I 


Transcrição 


^ Tradução ^ 


Tradução 

Produto do gene X 


DNA para o gene X, 
alelo a 


Transcrito 

primário 


Emenda do 
íntron tipo I 


I Endcmudease intern&ljz&dora 


(b) Internai tzação 


■ DNA para o gene X 
. alelo b t sem intron 


i' 


fíiHiütiudfüf LntertiUawfort 


Gene X, alelo a com intron 
^Reparo de quebra da dupla fita 


(c) Rctroíntcrnalizaçao 

Ijitron do tipo II 


Transcrição 

Emenda 


intron cortado Tradução 


Emenda I — 
reversa r"" — 

1 M 


DNA para o gene Y , 
aielo a, doador 


Endonucleasc, 
transcriptase reversa 


DNA para o gene Y, 
alelo i>, recipiente 


I 


I rrjmwnptaw nevei» 


i 


RNA substituído peia 
ligação do DNA 


b com Intron 


< 


Figura 26-36 - Intron* que se movem: Interna lizaçáo e retro in- 
ternaflzaçlo. Certos Introns incluém um gene {mostrado em ver- 
melho} para enzimas que promovem a internai izaçâo (Introns do tipo 
I) ou retrointernalizaçâo (introns do tipo II). (a) O gene contido no 
Intron cortado é ligado a um ribossomoe traduzido. Introns residen- 
tes do tipo I especificam uma endonoclease sítio-específica, chama- 
da de endonudease de internalizado, Os Introns de residentes do 
tipo II especificam uma proteína com ambas as atividades de endo- 
nudease e transcriptase reversa, (b) Interna bzação. O alelo a de um 
gene X que contém um intron de residente do tipo I está presente 
em uma célula que contém o alelo b do mesmo gene, que não pos- 
sui o Intron. A endonuclease de mternalização produzida por a cliva 
b, na posição correspondente ao íntron em a, e o reparo com quebra 
das duas fitas (recombi nação com o alelo a r veja Fig. 25-29a) depois 
cria uma nova cópia do íntron em b. (e) Retrointemalização. O alelo 
â de um gene V contém um íntron residente do tipo II; o alelo b n3ü 
possui o Intnon. O Intron cortado se insere, ele próprio, na fita codifi- 
cadora de b t em uma reaçáo que é a reversa do corte que exçisou o 
íntron do transcrito primário {veja Fig. 26-1 5) r exceto que aqui a 
inserção está dentro do DNA e não do RNA. A fita náo-codificadora 
de Jb é, então, clivada pelo Intron que codifica a endo-nucieasertrans- 
criptase reversa. Essa mesma enzima usa o RNA inserido como um 
molde para sintetizar uma fita de DNA complementar. O RNA é en- 
tão degradado pela ribonuclease celular e substituído pelo DNA. 


em uma população pode adquirir o íntron. Muito mais rara- 
mente, o íntron pode se inserir* ele próprio, em uma outra loca- 
lização em um gene não relacionado. Mesmo que esse evento 
não mate a célula hospedeira, ele pode levar à evolução e à dis- 
tribuição de um íntron em nova localização. As estruturas e os 
mecanismos usados pelos introns móveis apóiam a idéia de que 
pelo menos alguns introns se originaram como parasita* mole- 
culares, cujo passado evolucionário pode ser achado nos retro- 
vírus e transposons. 

A telomerase é uma transcriptase 
reversa especializada 

Os telômeros, estruturas especializada* na* extremidades do* 
cromossomos eucarióticos lineares {veia Fig. 24-3}*. geralmente 
consistem de muitas cópias repetidas de uma seqiiència oligo- 
nudeotídea curta. Essa sequência usual mente tem a forma 
em uma fita e na fita complementar, onde x e y tipicamente 
caem no intervalo de 1 a 4 (veja pág, 715), Os telômeros variam 
em comprimento, desde algumas dúzias dc pares de bases em 
alguns protozoários ci liados, até dezenas de milhares de pares de 
bases nos mamíferos. A fita TG é. maior do que a sua comple- 
mentar, deixando uma região de DNA de fita simples de até al- 
gumas centenas de nudeotfdcos na extremidade 3 J . 

As extremidades de um cromossomo linear não são facil- 
mente replicadas pelas DNA polimerases celulares, A replicação 
do DNA requer um molde e um iniciador, mas, acima da extre- 
midade de uma molécula de DNA linear, nenhum molde é dis- 
ponível para o parea mento de um RNA iniciador. Sem um me- 
canismo especial para a replicação das extremidades, os cromos- 
somos seriam encurtados, de alguma forma, em cada geração 
celular. A enzima telomerase resolve esse problema ao adicionar 
telômeros às extremidades do cromossomo. 

Embora a existência dessa enzima possa não ser surpreen- 
dente* 0 mecanismo pelo qual ela age é extraordinário e sem pre- 
cedentes. A telomerase* como algumas outras enzimas descritas 
neste capítulo, contém componentes tanto de RNA quanto de 
proteína. O componente de RNA tem cerca de 150 nudeotídeos 
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dc comprimento e contém cerca de l n 5 cépia do telómero de 
repetirão CA,. Essa região do RNA age como um molde para a 
síntese da fita T<Gi do tdômero, A ictumerase, portanto, agç 
como uma transe rtpEase reversa celular que fornece o sitio ativo 
para uma goleie de DNA dependente de RN A. Ao contrário da 
iramcriptase reversa retravíral, a lelumerase copia somente um 
pequeno segmento de RNA que da carrega dentro deU mesma. 
A sinttsc do tdãmero requer a Extremidade 3' de um cromosso- 
mo como iniciador e prossegue na direção usual 5'— >3*. Tendo 
sintetizado uma cópia da repetição, a enzima se repõe para rei- 
niciar a cx tensào do telòmero I Fig- 26-37 ). 

Acredita- se que a fita complementar C,A l seja sintetizada 
pela DNA poliuierase celular que começa com um inídadof de 
RNA, A região de fita simples é protegida por proteínas de lip- 
ção específicas em muitos eucarioios inferiores, esperialmenie 
àquelas espécies com lelômeros menores do que algumas cen- 
tenas dc pares de bases. Nos eucariotos superiores {incluindo 
os mamíferos), com telômeros de muitos milhares de pares de 
bases de comprimento, a extremidade da fita simples é seqüest ra- 
da cm uma estrutura especializada, chamada de alça T. A extre- 
midade da fita simples é dobrada de volta e parea com seu com- 


plemento na porção da fita dupla do telómero. A formação d< 
uma alça T envolve a invasão da extremidade 3 J da fita simples 
do te lõ mero no DMA duplex, talvez por um mecanismo seme- 
lhante ao da iniciação da rccombiftação genética ho mo Ioga 4 Ca- 
pitulo 25), Nos mamíferos, a alça do DNA esíi ligada por dual 
proteínas chamadas dc TRF I e TR.F2, com a última proteína 
envolvida na formação da alça T As alças T protegem as extre- 
midades 3' dos cromossomos, tomando-as inacessíveis as nu- 
cleasés e às enzimas que reparam quebras de fitas duplas. 

Em protozoár ios { Ut* como a Terra Jiynifruj ) , a perda da ati- 
vidade da Telomcrase resulta no encurtamento gradual dos le- 
lómerns a cada divisão celular, levando, finai mente, a morte da 
linhagem celular, Uma associação semelhante entre o compri- 
mem o do telómero e o envelhecimento edu lar 1 cessação da dfn- 
são celular] lem sido observada no homem. Nas células da linha- 
gem germina tiva, que contém a atividade tdomerásica, os com- 
primentos dos l cl õ meros são mantidos; nas células somáticas, 
que não possuem a selomenise, eles nâo o sio. Há uma relação 
linear e inversa cnire o comprimento dos tdômems em cultura 
de fibroblastos e a idade do indivíduo do qual os ftbrobtut» 
foram retirados: os teló meros nas células somáticas humanas 
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Figura 26-37 - A fita TG e a alça T dos teló meros (a) O molde interno de RNA da telomerase wt liga e faz um pareamento de bases com o Iniciador 
TG do DIVA ÍT^Gy) (h) A telomerase adiciona mais íesfduos de T e G ao TG iniciador, depois íe) repõe o molde interno de RNA para permitir a adiÇAo de 
mais resíduos de T e G {d) Estrutura proposta das alças Tnos telõmetos. A cauda de fita simples sintetizada pe<a fetomerase é aqb r ada de volta e parea 
com o seu complemento, na oorçâo duplex do telómero (e) EtetromitrograM de uma alça T na extremidade de um aomossomo solado de um 
heptitocilo de esmun úanqo A barra, na parte de baixo dâ rmcrcgrãlia. representa um cornpnmemu de 5 000 pares oe bases 
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gradualmente se encurtam à medida que o indivíduo envelhe- 
ce, Se a transcriptase reversa da telomerase for introduzida nas 
células somáticas humanas in vitro, a atividade da telomerase é 
restaurada e a duração da vida celular aumenta consideravel- 
mente. Será o encurtamento gradual do lelòmero uma chave 
para o processo de envelhecimento? Será a nossa duração de 
vida natural determinada pelo comprimento dos telômeros com 
os quais nascemos? Outras pesquisas nessa área poderiam reve- 
lar descobertas fascinantes. 

Alguns RNAs virais são replicados pela 
RNA polimerase dependente de RNA 

Alguns bactertáfagos da E. coli, incluindo £2. MS2, Rl7 n e QJ3, 
possuem genomas de RNA, Os cromossomos de fita única de 
RNA desses vírus, que também funcionam como mRNÀs para a 
síntese das proteínas virais * sâo replicados na célula hospedeira 
por uma RNA polimerase dependente de RNA (RNA replica- 
se), Essa enzima (Aí, ~2 10,000) apresenta quatro sub unidades, 
Uma subunidade (Af, 65.000), que possui o sítio ativo para a 
repli cação* é o produto do gene da replicase, codificado pelo RNA 
virai. As outras trés sub unida des são proteínas hospedeiras, nor- 
malmente envolvidas na síntese de proteínas da célula hospedei- 
ra: os fatores de elo ligação Tu (M T 30,000) e Ts (M T 45.000) (que 
normalmente transportam aminoacil-tRNAs para os ribosso- 
mos) e a proteína Sl (normalmente parte integral da subunida- 
de 308 dos ribossomos). Essas três proteínas do hospedeiro po- 
dem ajudar a RNA replicase a se localizar e ligar às extremidades 
V dos RNAs virais. 

A RNA replicase, isolada a partir das células da E. coti infec- 
tadas com o Qp, catalisa a formação de um RNA complementar 
ao RNA virai, em uma reação semelhante àquela catalisada pelas 
RNA polime rases dependentes de DNA, A síntese da nova fita 
de RNA prossegue na direção 5'— *3 r , por um mecanismo quí- 
mico idêntico àquele usado em todas as outras reações de sínte- 
se de ácidos nucléicos que requerem um molde. A RNA replica- 
se requer RNA como molde e não funcionará com DNA. A enzi- 
ma não possui uma atividade revisora e a freqtiència de erro é 
semelhante àquela da RNA polimerase. Ao contrário das DNA e 
RNA polimerases, as RNA replicases são específicas para o RNA 
dos seus próprios vírus; os RNAs das células hospedeiras geral- 
mente não são replicados, Isso explica como os vírus de RNA 
são replicados preferencial mente na célula hospedeira* que con- 
tém muitos outros tipos de RNA, 

A síntese do RNA oferece importantes 
pistas para a evolução bioquímica 

A extraordinária complexidade e a ordem que distinguem os sis- 
temas vivos dos inanimados são manifestações-chave dos pro- 
cessos fundamentais da vida, A manutenção do estado de vida 
requer que transformações químicas selecionadas ocorram muito 
rapidamente — especial mente aquelas que usam as fontes de 
energia ambiental e que sintetizam as macromoléc tilas elabora- 
das e especializadas da célula, A vida depende de catalisadores 
poderosos e muito seletivos — as enzimas — e de sistemas de 
informação capazes tanto de armazenar um plano de segurança 
para essas enzimas quanto de reproduzi-las precisa mente* gera- 
ção após geração. Os cromossomos codificam o plano não para 
a célula, mas sim para as enzimas* que constroem e mantêm a 
célula. As demandas paralelas de informação c catálise apresen- 
tam um enigma clássico sobre o que chegou primeiro: a infor- 
mação* necessária para especificar a estrutura* ou as enzimas* 
necessárias para manter e transmitir a informação? 


A revelação da complexidade funcional e estrutural do RNA 
levou Cari Woese, Franeís Crick e Leslie Ürge! a proporem, na 
década de 1960, que essa macromolécula pudesse ter funções 
tanto de transportadores de informação quanto de catalisado- 
res. A descoberta dos RNAs catalíticos levou essa proposta de 
conjectura à hipótese, e tem levado a uma grande especulação 
sobre a idéia de que um "mundo de RNA” poderia ter sido im- 
portante na transição da química pré-biótíca para a vida. Os 
pais de toda a vida* no sentido de que ela pudesse se reproduzir 
a si própria através de gerações até o presente, poderia ter sido 
um RNA auto-replicante ou um polímero com características 
químicas equivalentes. 



Leslie Grgel 


Como podería um polímero auto-neplicante ter surgido? 
Como ele podería se manter em um ambiente onde os precurso- 
res para a síntese do polímero sâo escassos? Como poderia a evo- 
lução progredir de tal polímero para o moderno mundo do 
DNA-proteína? Essas difíceis questões podem ser solucionadas 
por meio de estudos cuidadosos* que forneçam idéias sobre como 
a vida na Terra começou e se desenvolveu, 

A origem provável das bases pú ricas e pirimídicas pode ser 
encontrada nos experimentos designados para testar as hipóte- 
ses sobre a química pré-biótica (veja pág. 57). Começando com 
moléculas simples, que se acreditavam estar presentes na atmos- 
fera inicial ÍCH 4i NH^, H 2 Q* H 2 )* descargas elétricas, como re- 
lâmpagos, geram primeiro moléculas mais reativas. Lais tomo 
HCN e aldeídos* depois um conjunto de ammoácidos e ácidos 
orgânicos (veja Tabela 3-6). Quando moléculas como o HCN 
se tornam abundantes, as bases pú ricas e pi ri mí dicas são sinte- 
tizadas em quantidades detectáveis. Extraordinariamente, uma 
solução concentrada de cianeto de amónio* refluxada por al- 
guns dias, gera adenina em concentrações até 0,5% (Fig. 26- 
38), A adenina pode bem ter sido o primeiro e mais abundante 
nudeotídeo constituinte a aparecer na Terra. In trígan temente, 
a maioria dos co-fatores das enzimas contém adenosina como 
parte de sua estrutura, embora ela não desempenhe um papel 
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Figura 26-38 - Possíveis sínteses prê-bióticw àa *denin# m partir 
do üarwlü d* amónio A adertru e derrvada de cinco molécuta do 
aanettj, raarcaddís peki sombieamento 


direto na função do co- fator {veja Fig. 10-41 K Isso pode sugerir 
uma relação evolucionária, baseada na simples síntese da ade- 
nim a partir do cianeto. 

A hipótese dc" mundo do RNA" requer um polímero de nu- 
deotidco para se auto- reproduzir. Pode uma ribozima causar 
ma própria smiese de uma maneira direcionada pelo moldei O 
íntron autocortável da TetTâhymem {Fig, 26-28) catalisa o aia- 


que reversível de um resíduo de guanosina na junção cartada 5 r 
{Fig, 26-39]. Se o sítio cortado e a seqüénda guia interna forem 
removidos do fntran, o resto do íntron pode ligar fitas de RNA 
pareadascom oligonudeotldeos curtos. Parte do íntron que per- 
manece intacto age efetivamente como um molde para o alinha- 
mento e a ligação do oligonudeotfdeo curto. A reação é, na e- 
séneia. uma inversão do ataque da guanosina á junção cortada 
5', Entretanto, o resultado e a síntese de longos polímeros de 
RNA a partir dos curtos, com a sequência do produto definida 
por um molde de RNA, 

Um polímero auio-repliçalivo usaria rapidamente os su- 
primentos disponíveis de precursores fornecidos pelos p roces 
sos relativamente lentos da química p ré -bi ática. Dessa forma, 
a partir de uma etapa inicial na evolução, as vias metabólica 
seriam requeridas para gerar precursores de maneira eficiente. 
As ri bo ri mas encontradas na natureza possuem um repertório 
Limitado de funções catalíticas, mas sabemos que o pottndal 
catalítico do RNA é muito maior A procura por RN As Cotd 
novas funções catalíticas se beneficiou com o desenvolvimento 



Figura 26-39 - Sinta» da um polímera de RNA. dependente de RNA a partir de precursores oligonudeotldeos {a) À primeira eiapn na 
remoção do íntron do grupo I por auto-emenda do precursor de rRNA dg Yetrahymena é o ataque reversível de um resíduo de guanosma no sitio de 
corte 5'. Apenas PI. a região da fibozima gue inclui a seqüéncia guta interna e o sitio de corte 5', ê mostrado em detalhe; o resto da ribozima è 
representado como uma mancha verde. A estrutura secundária completa da ribozima é mostrada na Figura 26-ífl. íbj Se PI for removido, a ribozima 
retém tanto sua forma tridimensional quanto sua capacidade catalítica. Uma nova molécula de RNA adicionada m vttrú pode se ligar á rípozima, da 
mesma maneira como o fez a seqüéncta guia interna de PI em (i), Isso fornece um molde para as reações adicionais da polimenzação do RNA r quando 
oligonudeciddeos complementares ao AMA adicionado parearem com ele. A ribozima pode ligar esses otigonudeotldeos em um processo equivalente 
à rnwenJo da reação em (•} Embora apenas uma de tais reaçóés Séja mostrada em fto). ligações e catálise repetidas podem Jevar A síntese de polímeros 
longos de RNA dependentes de ANA 
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Ftgun 26-40 - O método SELEX para gerar políme- 
ros de RNA com novas funções aj Neste Minplo, o 
SELEX è usado para seteoorar urna ttpécw de ftMA que 
se figa lortémente áo AIP © Uma itUMura atealóna de 
poN meros de RNA è Submetida á 'seteção não-natural" 
passando-a através de uma resina à qual o AT? esta liga- 
do. O limite prático para a complexidade de uma mistura 
de RNA em SEU-X, f> cerca de 10 15 seqüincias diferentes,, 
o que permite a completa combinação aleatória de 25 
nudeotldeos (4 71 - IO 11 ). Polímeros de RNA que passam 
através da coluna são descartados aqueles que se 
ligam ao ATP sào lavados da coluna com uma solução de 
sal e cotei abro (|) Os polímeros coletados sio amplifica- 
dos © frequentemente usando a transe nptaw reversa 
para fazer muitos complementas de DNA para os HNA& 
seteconadot. depors uma RNA polener ase para lazer rma- 
tos complementos òe RNA das moléculas de DNA resuL 
tantev © Esse novo conjunto de RNAs é submetido ao 
mesmo processo de seleção, e o odoé repetido ima dúsa 
de vezes ou mais No final, apenas algumas poucas se- 
qüénoas de RNA. com afinidade considerável para o ATP 
permanecem :bj Estrutura de um oligonucleotideo de 
RNA que se liga ao ATP Os nudeotldeos requeridos para 
a atividade de ligação são mostrados. Moléculas com essa 
estrutura geral se ligam ao ATP com < SOpM. 


de um método que, de forma rápida, procura estoques de polí- 
meros aleatórios de RNA e extrai aqueles com atividade* espe- 
ciais. SELEX pjystemalic evolution of figands by exponenrial 
enrichmenr, ou evolução sistemática de iigames por enrique- 
cimento exponencial) é nada menos do que a evolução acelera- 
da em um tubo de ensaio (Fig. 26-40), A SELEX tem sido usada 
para gerar moléculas de RWA que se ligam a aminoácidos, co- 
rantes orgânicos, nudeotldeos* cianocobaiamina e outras mo- 
léculas. Também têm sido isoladas ribozimas que catalisam a 
formação da ligação éster e de amida> reaçòes de SN2* metaliza- 
çãt> (adição de íons metálicos) de porfirinas e formação da li- 
gação carbono -carbono. A evolução deco-fatorcs enzimálicos 
com nuckotideos que facilitam sua ligação à* ribozimas pode 
ter expandido ainda mais o repertório de processos químicos 
disponível aos sistemas metabólicos primitivos. 

Como veremos no próximo capítulo, algumas moléculas 
de RNA podem catalisar a formação de ligações peptidicas, ofe- 
recendo uma idéia de conto o mundo do RNA pode ict se trans- 
formado para o maior potencial catalítico de proteínas. O papel 
do RNA de transportador de informação pode ter passado para 
o DNÁ, porque o DNA é quimicamente mais estável. A replicase 
e a iranscriptase reversa do DNA podem ser as versões modernas 
das enzimas que algum dia desempenharam papéis importantes 
ao fazer a transição para o sistema moderno baseado no DNA, 


Parasitas moleculares podem também ter se originado em 
um mundo de RNA. Com o aparecimento dos primeiros auto- 
replicadores ineficientes, a 1 rans posição poderia ter sido uma 
alternativa pcuencialmertie importante para a repte cação, bem 
como uma estratégia de sucesso para a reprodução e sobrevi- 
vência. RNA* primitivos poderiam simplesmente saltar para 
dentro de uma molécula a u to- replica nte por meio de unia 
transesterefkàção catalisada* e depois ser passivamente repli- 
cados. A seleção natural poderia ter levado a transposição a tor- 
nar-se sítio-específica, atingindo seqüéncias que não interfe- 
rem com as atividades catalíticas do RNA hospedeiro. Replica- 
do res c transposons de RNA poderiam ler existido em uma 
relação simbiótica primitiva, cada um contribuindo para a evo- 
lução do outro. í rí t rans modernos* retra vírus ç transposons po- 
dem todos ser vestígios de uma estratégia perseguida por pri- 
mitivo» RN As parasitas. Esse» elementos continuam contribuin- 
do de forma Lmporlante para a evolução de tem hospedeiros. 

Embora o mundo cio RNA continue sendo umá hipótese 
com muitas lacunas a ser ainda preenchida», i evidência experi- 
mental apoia alguns dos seus elemen tos- chave- Outros experi- 
mentos deverão contribuir para aumentar a nossa compreen- 
são, Indícios importantes parz ó quebra-cabeça serão encontra- 
dos nos trabalhos da química fundamental, dentro de células 
vivas* e talvez em outros planetas. 
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Resumo 


A transcrição é catalisada pela RNÀ polimerase de- 
pendente do DNA, uma enzima complexa que usa 
ribunucleosídeus 5'-trifosfalos para sintetizar RN A 
complementar à fita molde do DNA diiíplex. À trans- 
crição ocorre em várias fases, incluindo a ligação da 
RN A polimerase a um sítio do DNA chamado de pro- 
motor, a iniciação da síntese do transcrito, o alonga- 
mento e a terminação, A RNA polimerase hacteriana 
requer uma subunídade especial para reconhecer o 
promotor. Como primeira etapa na decisão de trans- 
crição, a ligação da RNA polimerase ao promotor e 
a iniciação da transcrição são intimamente regula- 
das, As células eucaridticas possuem trés tipos dife- 
rentes de RNA polimerases, A ligação da RNA poli- 
merase 11 cucariótica aos seus promotores requer a 
atividade de um conjunto de proteínas chamadas 
de fatores de transcrição. A transcrição pára em Se- 
qüíncias específicas chamadas de termina dores. 

Os RN As ribossòmicos e os RNAs de transferen- 
cia são derivados de precursores de RNAs mais lon- 
gos, que são aparados por nuckases. Algumas bases 
são também modificadas enzimaticamente durante 
o processo de amadurecimento. Os mRNAs eucarió- 
tieos sáo também formados a partir de precursores 
mais longos. Os transcritos primários de RNA fre- 
quentemente contêm regiões não-codificadoras cha- 
madas de Intruns, os quais sào removidos por cortes. 
A exeisão dos íntrons do grupo I encontrados em 
alguns rRNAs requer um co- fator de guanosina. Al- 
guns íntrons dos grupos i c 11 sàu capazes de sé auto- 
emendarem; nenhuma enzima protéica é requerida. 
Os precursores nucleares do mRNA possuem uma 
terceira classe de íntrons, que são emendados com a 
ajuda de complexos RNA- proteínas, chamados de 
snRNPs, montados em estruturas elaboradas chama- 
das de emendossumos. RNAs mensageiros são tam- 
bém modificados pela adição de um resíduo de 7- 
metllguanosina na extremidade 5', seguida pela clL 
vagem e poliadenilação na extremidade V para formar 
uma longa cauda poli(A). Uma quarta classe de in- 
trons, encontrada em alguns tRNAm é a única classe 
conhecida que é emendada por enzimas pnotéicas. 


Os íntrons autocortáveis e o componente RNA 
da RNase P (a enzima que cliva a extremidade 5' 
dos precursores tRNAj pertencem a uma classe de 
catalisadores biológicos chamados de ríbozimas, 
Estes possuem as propriedades de verdadeiras enzi- 
mas. Eles geralmente promovem a clivagem hidro- 
lítica e a transesteríficação, usando o RNA como 
substrato. Combinações dessas reações podem ser 
promovidas pelo íntron do grupo I exdsado do 
rRNA da Tetrflhymeria, resultando em um tipo de 
reação de polimerizaçào do RNA, 

A polinucleotídeo fosforilase pode reversivdmen- 
te formar polímeros semelhantes de RNA a partir 
de ribunudeosídeos 5'-dífosfato, adicionando oü re- 
movendo ribonucleotídeos na extremidade hidro- 
xila 3 J do polímero. Ela degrada RNA in vivo. 

As DNA polimerases dependentes de RNA, tam- 
bém chamadas de transcriptases reversas, são pro- 
duzidas em células animais infectadas por vírus de 
RNA chamados de retrovírus. Essas enzimas trans- 
crevem o RNA virai em DNA, um processo que pode 
ser usado experimenta Imente para formar DNA 
complementar. Muitos transposons eucariõticas slo 
relacionados aos retrovírus, e seu mecanismo de 
transposição inclui um intermediário de RNA. A 
telomerase, a enzima que sintetiza as extremidades 
dos tdúmeros de cromossomos lineares, é uma 
transeríptase reversa especializada, que contém um 
RNA molde interno, 

As RNA polimerases dependentes de RNA, ou 
replicases, são encontradas nas células bacterianas 
infectadas com certos vírus de RNA. Elas são mol- 
dei específicos para o RNA virai. 

A existência de RNAs catalíticos e de vias para a 
interçonversãn do RNÀ e DNA tem levado à espe- 
culação de que um estágio importante na evolução 
foi o aparecimento de um RNA (ou um polímero 
equivalente), que poderia catalisar sua própria re- 
plieação. O potencial bioquímico dos RNAs pode 
ser explorado por SELEX, um método para selecio- 
nar rapidamente sequências de RNA, com ligações 
Ou propriedades catalíticas específicas. 
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Problemas 


1 . RNA palinKTOc. i a) Qwmio TtrTtpo k-varia pari a RNA 
polimínse da E- ídú sinietrrar p transcrito primar» dos 
genes que codificam » nriitui do metabolismo da lac- 
imc na F- cvdi im 5-30Q parti de bases do operou (fli . coo- 
sàdrradro no Capítulo 2$)? <Hl Qui» k>nge ina uma bo- 
lha de iTanscn^ão de DNA fotmada pda m>i^ imen t^ção 
da RNA potimerasc em 10s? 

2. Correçào de erro peias RNA polimcnncv A* DNA po- 
limerases são capazes de editar e ci^mgir cm*v, irus as 
RNA polimerases nio parecem ter ccsa capacidade. Con- 
siderando que um únko erra de hasc, quer na replicarão 
quer na Iranschylo, posu levar a um erro na sinlese de 
proíeJnas, sugira uma possível expikai^Ut IfiolPgica para 
essa diferença Impressionante. 

3. Erace^samento pús-lranscrkional do RNA. Preveja us 
prováveis efeitos de uma mutação na «eqíiéiiciü ( 5' JAAL 1 - 
AAA em um transcrito de mRNA fucaridtlco. 

4. Fitas codiflcadprHJs írrjHí molde.H. O genoma de RNA 
do fagu Qp i a fita nio-nuiklt 1 ou fita codificadora, e, 
quandí» intmd unida na célula, ela funciona como um 
mRNA, Suponha tiuc a RNA replica s< do fago Q3 sinle- 
ttzaise primeira mente a fita RNA molde e ità i incorpo- 
rasse nas partículas virais, r nlo nas filas ttio- moldes. 
Qual seria o destino das filas moldes quando cia; entras- 


sem em uma nova eduü' Oue tm/ima a fita molde do 
vinis necessitaria induir na» partícula « virah para inva- 
dir com sucesso unu líIuU hospedeira? 

5v A qituiúca da hiotunletc do» ácidos nimicion^. Descreva 
tfés propriedades coenuns U repões catalisadas por DNA 
poèunerase. RNA polímera»?, iranicmptaic reveraa ç R\A 
leplicase. No qoe a cnnma pnlimjdentídc» fnsfmilase é 
semelhante e no que eli diícrr despas LnS cnnnw? 

6. Emenda do RNA. f » númen» mínimo de reações 

de transesleríficação necestiriuc para cortar e emendar 
um Jntmn a partir de um transcrito de mRNA? Por que? 

7. Genoma* dc RNA. Oi vírus de RNA possuem genomas 
relativamente pequenoi- Por exemplo, os RNÀ& fitas sim- 
ples dos relmvirus possuem cerca de 1 D.UCKl nuclcotidcos 
e o RNA Qfi lem apenas 4.220 niicleotideos dc cotnpri- 
meiUu. <.]unsíderando uh propriedades ih transcriptase 
reversa n da RNA replicase dencrítas neste capitulo, você 
poderia sugerir um a ru^Li pura o tumanbo pequeno des- 
ses genoinus virain? 

S. Selecionando RN As por SELEX. O Limite prático do 
número de seqüéndus de RNA diferentes que pode ser 
selecionado em um experimento SELEX é IO 15 , (a) Su- 
ponha que voçê esteja trabalhando com oligonudcoti- 
rieos de 32 nuclAitldeuv dc tamanho. Quantia sequências 
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existem em um estoque; aleatório que contém todas as 
seqúêndas possíveis? (ta) Qur porcentagem delas pode 
ser selecionada em um riperuncnlo SELEX? (c) Supo- 
nha que voei deseja selecionar urna molécula de RNA 
que catalise a hidráJise de um íiter especifico, Do que 
você sabe sobre catálise {Capitulo 8h proponha uma es- 
tratégia SELEX que püua permitir que você jdetione o 
catalisador apropriado 

9 , Morte lenta O cogumelo da marte, Amanrta phelioi 
do. contém várias subsiinci» perigou», mciiondo ■ le- 
tal a-imaniu-na. Essa uixtna bloqueia o alongamento do 
RNA em consumidores da cogumelo, pdi soa ttgaçi® 
com grande afinidade a RN* polimcrue í[ eucariòt™ 
ria * mortal em concentrarão. biiui como líT^M A re 
14Í0 inkial à ingestão âa cogumdo é um desconforto 
pATointestínaJ {cantado por outro toxinas). Esses «n- 
to-mas desaparecem, ma» errt» de 41 boro mais tarde, o 
indivíduo qur ingeriu o cogmnrio morre, geralmente por 
disfunção do figado Especule «atire por que leva Unto 
tempo para 1 a-amannim matar. 

A nbmpkina e um importante antibtõf kc, usado lanto 
P*f* tratar a tuberculose (TB) como outras doenças rm- 
cobsclerianas. Algumas cepas do Mycabacttrtum hifcer- 
eubsü, o agente causador da TB, são resistentes 1 rifiim- 
pteina. Essas cepas se tornam resistente» por meio de 
mutações que alteram o gene rpoR o qual codifica a su- 
bun idade p da RNA polimerase, A rifampicina nio con- 
segue se ligar á mutante da RNA poUmerase e, dessa for- 
ma, é incapaz de bloquear a iniciação da transcrição. Se- 
quências de DNA de um grande número de cepas de M, 
hifrtrrufoíH resistentes ;'i rdampidri apresentaram mu- 
tações em uma região específica da rpoB de fi 9 pares dc 


bases. Uma cepa bem caracterizada com resistência á ri- 
fampicina apresenta uma única alteração cm um par de 
base na rpoB, que leva a substituição dc um único uni- 
noacída ni tubunidadr p: um resíduo dc His é substituí- 
do por um reriduo de Àip. 

W Ba&ean do-ic cm seu conhrcimcnlo sobre 1 quími- 
ca das proteína* iCipituIm }c(), sugira uma técnica 
que peimiu a identificação da cepa resistente á nfampi- 
etna que contém ou proteína mutante espedfica. 

fb) Bascando-tc no ieu conhecimento lobme a quími- 
ca dos ácidos nuclhcoa iCãfHiuIo 10 ) T sugira uma técni- 
ca para kfcnlifkar a forma mutante da rpoB. 


Bioquímica na internet 

II* O gene da nboDticksse A nbonudease poncrefeje* 

humana possui 12fl redduo» de aminoáadoL 

(a) QuaJ é o número mínimo de para ck nudcoodc- 
w requerxlo para codificar roa proteína. 7 

íb| O mRNA expresso nw células do pinem* huma- 
no foi copiado com 4 iranicnptase reversa paia ór»r uma 
"biblioteca'’ do UNA humano. A sequência de m RNA qur 
codifica a nbontieJcasc poncreátka humana foi determi- 
nada sequenaindu o "DNA complementar” ou cDNÀ 
desta biblioteca que inclui uma 1 anela de leitura aberta 
para a proteína. U« 0 sistema de dados do Entrcz para 
encontrar a seqüéncú publicada desse mRNA (número 
de acesso D26U9). Veja õ site da Web Principiei cf Bie- 
chemistry para o URL atual e mais instruções detalhadas. 
Qual é o tamanho diue mRNA? 

íO Como wicé explicaria a discrepância entre 0 ta- 
manho que você calculou cra{t)io tamanho real do 
mRNA? 
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CAPITULO 27 


Metabolismo das Proteínas 


te proteínas são os produtos finais da maioria das vias de infor- 
mação. Uma célula típica requer milhares de diferentes proteí- 
nas em um certo momento Estas devem ser sintetizadas em res- 
posta às necessidades correntes da célula, transportadas (ende- 
reçadas) a localizações celulares apropriadas e degradadas quando 
a necessidade cessar 

Entender a síntese das proteínas, o mais complexo dos pro- 
cessos biussintetizantes. tem sido um dos maiores desafios da 
bioquímica, A síntese das proteínas eucarióticas envolve cerca 
de 70 proteínas ribossõmicas diferentes; 20 ou mais enzimas para 
ativar os aminoicidbs precursores; uma dúzia, ou mais. de enzi- 
mas auxiliares e outros fatores proteicos para a iniciação, alou- 
gamenEo e terminação dos polipeptldeos: talvez 100 enzimas 
adicionais para o processamento final das diferentes espécies de 
proteínas; e 40 ou mais espécies de RNAs de transferência e ri- 
bossôrnscos. No seu conjunto, quase 300 macromoléailas dife- 
rentes cooperam para sintetizar os polipeptideos. Muitas dessas 
macromolécubs estão organizadas na estrutura tridimensional 
complexa do próprio ribossomo, 

Tara apreciara importância central da síntese das proteínas, 
considere us recursos celulares que são dedicados a esse proces- 
so. A síntese de proteínas pode ser responsável por até 9Ü% da 
energia química usada por uma célula para todas as reações bios- 
sintetizantes. Cada célula procariótiea c eucariótica contém mi- 
lhares de cópias de cada uma de suas proteínas e cada um dc 
seus RNÀs. Os 20.000 ribossomos, as 100.000 enzimas e fatores 
protéicos relacionados e os 200.000 tRNAs presentes em uma 
célula bacleriana típica podem perfazer cerca de mais de 35% do 
peso seco da célula- 

A despeito dessa gr ar. de complexidade, as proteínas sào sin- 
tetizadas em velocidades octremamcnlc altas. Um polipeplideo 
de 100 resíduos é sintetizado em uma célula da E coíi (a 37°C) 
em cerca de 5 segundos. A síntese de milhares de proteínas dife- 
rentes em cada célula é altamente regulada, de fôrma tal que ape- 
nas o número de moléculas requeridas é sintetizado para se adap- 
tar às circunstâncias metabólicas da célula. Para manter a mis- 
tura e a concentração apropriadas das proteínas em uma célula, 
os processos de endereçamen toe degradação devem manter passo 
com a síntese, A pesquisa está revelando, gradualmente, a coreo- 
grafia celular altamente coordenada, que guia cada proteína á 
sua localização apropriada na célula e a degrada seletivamente 
quando não for mais necessária. 

O Código Genético 

Três avanços principais estabeleceram o estágio atual do nosso 
conhecimento sobre a biossíntese de proteínas, No início dos 
anos 1950, Paul Zamecmk e seus colaboradores delinearam um 
conjunto de experimentos para investigar onde são sintetizadas 
as proteínas na célula, Eles injetaram aminoáridos radioativos 


t 

A síntese protêícu ó uma *çlo cLborada de fatores prolífcm c 
moléculas de RNA e. em algum casos, de proteínas que sc pa 
recem com RN As. Sio moct radas duos proteínas que se ligam 
aos ribossemos em eiapa* especificas na síntese de prole inat. 0 
fator de alou gamem o tf* Tu, complexido com o iRNA i, ver- 
de I, é mostrado na imagem superior. Lm ooíro fator de alon- 
gamento, Ef-tí, complrudu iirin GDP (wmdbo), è ntoilri- 
ilAo tu imagem inferior, IntetesurUemente, 4 pane carboxiltr- 
minai do EF-G ( vente) mimei na a estrutura do tRNA tinto na 
forma como ni diitritHjLÇlü de carga A mimetiução estrutu- 
ral do iRN'A e apenas uma faceta da função das maquinas mo 
kcutares que umetuam polipepúdeos em todas as tdulia 


cm ratos e, ™ intervalos de tempo diferentes após a injeção, o 
figado era removido, homogeneizado c fracionado por centrifu- 
gação. As frações subcetulares eram. então, examinadas pela pre- 
sença de proteína radioativa. Após horas ou dias da injeção dos 
ammoáridos marcados, todas as frações subcelu lares continham 
proteínas marcadas. Entretanto, quando se passavam apenas al- 
guns minutos, a proteína marcada era encontrada apenas em 
uma fração que continha pequenas partículas ribonudeopro- 
téicas. Essas partículas, visíveis nos tecidos animais à eletromi- 
croscopia, foram, portanto, identificadas como o sítio da síntese 
de proteínas a partir dos ammoáeidos, e, mais tarde, foram cha- 
madas de ribossomos (Fig, 27- 0, 
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27-1 - Aibottomo* e retKu lo endoplasmanco A Hetraimcragrafta # o deserho esquematizado de pane de uma tétula panoeà- 
Ka mostram nbossamos ligados ã face «clema (ciiuúkd} do iflíuto endoplasmatia) fflEV Os ribovsomos sâo os numeroso* pontos peque- 
mos que bordejam a* camadas paralelas das membrana* 


Paul Zametnílí 


O segundo avanço foi realizado por Mahlon Hoagland é 
Zamecnik quando descobriram que os aminoácidos eram "alí- 
vados” quando incubados com ATF e a fração citosólica das cé- 
lulas do fígado. IH aminoácidos tomavam -*e ligados a um RS A 
termoesUvel volúvel, chamado depois de RN A de transferência 
1 1 RN A K formando os ammodriJ-tRNA&. As enzimas que catali- 
sam «se processo são as aminnacil-t RNA si mel ases. 

O terceiro grande avanço ocorreu quando Francis Okk le- 
vou em consideração o fato de como a informação genética, que 
e codificada na Linguagem de quatro Letras dos ácidos nuclékov. 
podería ser traduzida na linguagem de 20 letras das pmtdnai. 
Crkk concluiu que um acido ríbonudéico pequeno í talvez RNA ) 
poderia funcionar como um adaptador, uma parte da molécula 
do adaptador ligando-se a um aminoàcido especifico e uma ou- 
tra parte reco nh ecendo a seqüénría nucleolidica que codificava 
aquek- ammoácido no mRNA | Fig. 27-2). Essa idéia fbi logo veri- 
ficada. O íRNA adaptador u traduz" a sequência nucJcolidiçj de 
um mRNA em uma seqüénria de aminoácido de um polipeptí- 
deo. O processo total da síntese de proteína guiada pelo niRNA é. 
com frequência, citado simplesmente como tradução. 

Esses três desenvolvimentos logo levaram ao reconhecimento 
das principais etapas da síntese de proteínas e, finalmente, A elu- 
cidação do código genético que especifica cada aminoáddo, 

O código genético foi deáfrado 
usando moldes de mRNA artificiais 

Desde os anos 1 9ó(J, era aparente que, peio menos, três resíduos 
núcleo tidicos de L>N A eram requeridos para codificar cada ami- 
noácido. As quatro te iras- código do DNA í A» T, G e C). em gru- 



Trinei. nucUolidica 
que codifka pjf j 
um 


Figura 27-2 - A hipótese do adaptador d* CrvcJt Hofe, sabemos qut 
o amnoáddo está ccwaíentemente hgado A extremidade 3' ôe ima mo- 
lécula de iRNA e que uma tnnea raxkctíúka especifica, em âégurn outro 
lugar do IHNA. interage com uma trinta COdOn especií ca no rrftNA, por 
m«3 de pontes óe íwdfwjênxí de tusn compíementares 

püs de duas, podiam produzir apenas 4" = 16 combinações dife- 
rentes, insuficientes para codificar os 20 aminoacidos. Grupos 
de i rés, entretanto, produziam 4 } - M combinaçòes diferentes 
Várias propriedades-chave dk» código genético foram esta 
Wl cuidas em evperimentos genético* iniciais ( Figs, 27- 3 e 27-4). 
Um códon è uma trinca de nucleotidco* que codifica para um 
aminoáddo específico, A tradução ocorre de lai forma, que es- 
sas trincas nucleolídicas sá o lidas de maneira sucessiva, não-so- 
breposta. Um primeiro códon específico na sequência estabele- 
ce uma janela de leitura, na qu.il começa um novo códon a cada 
três resíduos de nucleotídeos. Não há ponluação entre os có- 
dons para os sucessivos resíduos de aminoácidos. A sequência 
de aminoáddos de uma proteína è definida por uma sequência 
linear de trincas códons contíguas. Em princípio, qualquer se- 
qüêneia de DNA de fita simples nu de mRNA possui três janelas 
de leitura possíveis. Cada janela de leitura oferece uma sequên- 
cia diferente de códons f Fig 27-5), mas apenas uma codifica uma 
dada proteína. Uma questão-chave permanecia. Quais eram as 
palavras-chave de três letras para cada aminoacído? 
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Figura 27-1 - A trinca. código n»o-sotrçpo?to A ewitnca para a 
natureza geral do código genébeo v&o de mui™ tçjos de e*pefímentt». 
rduíido expeívnento gmetcns sobre os efeito das mutações de de*e- 
ção e inserção A irtser çáo ou a deteção de on par de bases {mostradas 
aqui no mftNA transcrito! alteram a sequéooa das mncas em um código 
nâo-sobreposto todos os arnircâcdos axHicados peto mRNA apos a 
alteráçáõ são afetados A combinação das mutações de inserção e dete- 
ção afeta algins arninoãadtos. mas pode. eventualmenie. restaurar a se- 
quóncia correu de aiwnoácido* A adição ou a subtração de très nucteo- 
lideos (nèo mosiradãS) detxa as trincas remanescentes intáOãs, lorne- 
cendo evidênçta de que um côdon possur três, em vez de quatro ou cmco 
nucteoTkteos As trmcas tódons, sombreadas em ónza, sâo aquela trans- 
critas a partir do gene original, cúdons, sombreados em azuf, são códons 
novos, resultantes das mutações de inserção e deleção. 



Figura 27-4 - Códigos genéticos sobrepostos m não-sobrepostos 

£m um cód^o não- sob reposto . m côdons não parNham nucteotxteos 
No ex#mpio mostrado, os cúdom cornecutrura estão enanerados Em 
um código sobreposto, alguns nucteotideos do rnflNA são compaítjba- 
dos por diferentes cádons Em im cóágo de trmcas com o máximo de 
sobreposição, muitos nuc beondeos. cómo o terceao nucteotideo a partir 
da esquerda (A), são compartdhados por trts códom diferentes Observe 
que. em um código sobreposto, a sequência do pnnteiio cúdon iimiia as 
possívers seqüênuas para ú segundo CódOn Um cóâgc não^sobieposto 
fornece muito mais flexibilidade na sequência dos códorcs vizmhos e, 
portanto, nas possivers sequências de am inoáados designadas pdo códi- 
go O código genético usado em todos o$ sistemas wvas e hgje conheci- 
da como nãa-5obfeposto 


Janela de leitura 1 
Jitndii de leitura 2 
Jane] a de leitura 3 


5' - HU U q[Ü~C~51ÍG A CMC U GI[G~X^1IAlTÜI^irCllA G UI — V 
— Mv.-gjaicTTIa..Ç PJ1U O QÍA g A | |u u C J1A QM SJÍ — 
--- iTÜIfC V à\\G G Alie C UllG~Õ~ÃllG A UinTE~AllC A Gl lff — 


Figura 27-S - ím uma trinca de código não-sobteposio, todos os mRNAs possuem três janelas de leitura potenciais, sombreadas aqui em cores 
diferentes Observe que as Inncas, e. portanto, os amnoacidos especificados, sàc diferentes em cada janefa de tenura 


Em 1961» Marshall Nirenberg e Heinrkh Matthaet relata- 
ram a primeira grande realização. Eles incubaram o polinudeo- 
tideo poliuridilito sintético (designado pohíU)l com um ex- 
trato de E cotí, GTP t ATP e uma mistura de 20 armnoiekJos cm 
20 tubos difemiles, cada tubo contendo um ammoáddo dife- 
rente, marcado radioativarnente, Pdo fato de o mRNA de pdi{U] 
ser feito de muitas trincas UUU sucessivas, de deveria promo- 
ver i smiese tfe um polipeptidco que contivesse apenas ci ami- 
aoãddo codificado pda trinca UUU Um polípepiideo radioa- 
tivo foi, na verdade, formado em apenas um dos 20 tubos» aque- 
le que continha á fcnilalanina radioativa. Ninenberge Mallhaçi, 
portanto» concluiram que a trinca códon UUU codificava a íe- 
nüalaitiíu, A mesma abordagem revelou que o poUnudeotídco 
pottcilidilalo sintético, ou po li (C), codificava a formação de um 



polipeplideo que contem apenas pmlina ( poliproíina), e o poli- 
adenltalo, ou poli (A), codificava a polí Usina, Poíiguinílato não 
funcionou nesse experimento porque de, espontaneamente, for- 
ma tetraplex (veja Fig- 10^22] que nio conseguem se ligar aos 
ribossomos. 

CH polinudeotideos sintéticos, usados em tais experimen- 
tos, foram sintetizados pela ação da poimudeotkLeo fosforilase 
(pig- 79 1). que catalisa a formação dos polímeros de RNA que 
começam a partir de ADP, UPP, ÇDP e CDP. Essa enzima nio 
requer medde e sinteiiza polímeros com uma composição de base 
que reflete as concentrações relativas dos nudeosideos 5 f -difos- 
tatos precursores no meio. Sc a polmudeoifdeo fbsfbrikse for 
colocada somente com UDP. eta sintetiza apenas poii( L T J, Se for 
colocada com uma mistura de cinco partes dc ADP e uma de 
CDP da sintetizará um polí mero no qual cerca dc 5 fe dos resí- 
duos serão adenilato e ■/& dtidílato. Tal polímero aleatório pro- 
vavelmente terá muitas trincas de sequência A A A. um rnlmero 
menor de trincas AÀCÀCA e CA A, rdativamente poucas trin- 
cas ACC, CCA e CAC e muito poucas trincas CCC (Tabela 27- 
1). Usando uma variedade de mRN As artificiais» sintetizados pela 
polinudeotídeo fosfbrilase a partir de diferentes misturas inici- 
ais de ADP, GDP, UDP e CDP» os investigadores fogo identifica- 
ram as composições de bases das trincas que codificavam para a 
maioria dos aminoácidos, Embora esses experimentos revelas- 
sem a composição de bases das trincas códigos, eles não revela- 
vam a seqhência das bases. 
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Tabela 27-1 - Incorporação de amlnoáddos em pollpeptldeos em 
resposta a polímeros aleatórios de RN A 4 


Aminoécldo 

Froqüênda 
obs*rvâda de 
incorporação 
(Lyi* 100} 

Téfitatrva de 
alinhamento 
para a 
composição’ 
nudootídica 
do còdon 
correspondente 

FreqUêncla de 
incorporação 
esperada, 
baseada no 
alinhamento 
{tyf - 100) 

Aspar agra 

24 

AzC 

20 

Guta mria 

24 

AiC 

20 

HSbdind 

6 

AC, 

4 

Usina 

100 

AAÁ 

100 

Proina 

7 

ACi, CCC 

48 

Irtoomai 

26 

AjC, AC 2 

24 


*Aqw t H^xisemado i*n resumo dos dados de um dos mp efime nt o* non 
designados a elucidar o código genéttcu Um RHA sadébco, crue con^m 
rwdwftAfC n* proporção de S IJornsadopara dieomar » smiese potros 
ticka Tanui a idmiidade quamo a quarmdade de ^nnoacdos tKOtporadtn 
iwam determinadas Baseando^ndaburKtãriosretainiadosiesiduiAAeC no 
RNA yntétcoe na liequánoa de 1 00 atriiiiidâ ao cúdon AAA <o mau pfuvãveti, 
dever u havei três códons dterenies de compcõção AjC, cada um tom uma 
hequêfK4 *e lai iva de 20. nês oádons de composição AC /, cada um tom uma 
frequência ratara de 4,0, e o cúdon CCC, com uma hequMcia relativa de O.S 
O aiinhamrmú do CCC. aqui, baseava-se em míormação derivada dr etludw 
antenoms com poli(C). Em que duas tentativas de alinhamento de códons lo- 
ram feitas, ambas foram propostas para codificar o mesmo a mlnofcido. 
'observe que nus designações de composição nudeotldica não contêm 
informação sobre a sequência nudeotidica (exceto, ê daro, AAA e CCG 

Em 1 964» Nírtnbcrg e Philip Leder conseguiram uma outra 
grande reãli&gçãu, Kibossomos isolados da E. caii poderíam lí 
gar-se a um aminoariJ-rRNA específico» na presença do polimi- 
deotfdeo mensageira sintético correspondente, [ Por convenção» 
a identidade de um rRNA é indicada por um sobrescrito, e um 
tRNA aminoadUdo é indicado por um nome com hífen: um 
lRNÀ Ab corre ta mente aminoacilado é o alanU-tRNA’' 1- ou ala- 
tRNÀ***,) Por exemplo» os ribossomos incubados com poliíUl 
e íenilaianina-tRNA* 1 * (.Phe-tRNA^Í ligar-se-ão a ambos o$ 
polímeros, mas se os ribossomcâ forem incubados com puí it U ) 
e algum outro aminoactl-lRN'A» o jJiunoacÜ-tRNÀ não se liga- 
rá, porque ele nio reconhecer* as trincas UUU no patit U) (Ta- 
bela 27-2 ), Mesmo trinudcotideos promovem a Ligação especi- 
fica dos tRNA* aptopriadoi, permidndo o uso de oligonucleo- 
tideos sintetizados quimicamente. Os pesquisadores puderam 
deteiminar, então, qual «mnoadJ-tRNA ligava- se a cerca de 50 
das 64 trincas códons possíveis. Para alguns códons* ou nenhum 
amÍTH»dl-tRNA ou mais do que um $e ligavam. Um outro mé- 
todo foi necessário para completar e confirmar o código gené- 
tico inteiro. 

Por essa época, uma abordagem complementar foi forneci- 
da por H- Gobind Khorana» que desenvolveu métodos para sin- 
tetizar poEirribonudeolídeos.com seqiiénd as definidas, repeti- 


Tabélê 27-2 - Trtnude&tldeos Induzem a ligação específica dos nmi- 
noacil-tRNA* aos rlbossomos 


Tnnuclwtídao 

T4 C’Amlnoadl-tHNÂ ligado ao ribossomo* 

Phe-tRNA 1 ^ 

Lys-tRNA 4 ' 1 

Pro-tBNA*" 

UUU 

4,6 

0 

0 

AAA 

0 

7,7 

0 

CCC 

0 

0 

3,1 


Pont*: Modificado da Nlrenbifg M & Lede* P. (1964) RNA code words a nd 
protein synthéíJí Soence 145, 1399 

■Cada numero representa o fato* pelo qual a quantidade de l+ C ligada ac ribos- 
somo aumentava quando o trínudeobdeo indicado «Ewesse presente, em rela- 
ção ao controle no qual O tnnudeotideo não fosse adicionado 
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das de duas a quatro bases. Os polipeptideos produzidos, usan- 
do esses RNAs como mensageiros, tinham um ou poucos arai- 
noáctdos em padrões repetidos. Estes padrões, quando combi- 
nados com a informação de polímeros aleatórios usados por 
Nirenberg e seustotaboradorn, permitiram atribuições nio mais 
ambíguas aos códons. O copo) i mero (AC) m por exemplo. pos- 
sui códons adtemantes At' A e CAQ ACACACACACACACA, O 
polípeptídeo sintetizado com esse mensageiro continha quanti- 
dades iguais de treonina e hUtkÜna* Considerando que um cá- 
don de histidina possui um A e dois C (Tibdà 27- 3 3 , CAC deve 
codificar para histidina, e A CA. para treonina. 

Um RNA com três bases em um padrão repetitivo deve pro- 
duzir irês tipos diferentes de polipcpl ideo» cada um derivado de 
uma janela de leitura diferente e contendo uma única espécie de 
aminoáddo» Um RNA com quatro bases cm um padrão de re- 
petição deve produzir um único tipo de polipeptídeo. com um 
padrào de repetição de quatro aminoácidos [Tabela 27-3). A con- 
solidação dos resultados de todos esses experimentos com polí- 
meros permitiu o alinhamento de 61 dos 64 códons possíveis. 
Os outros três foram identificados como códons de terminação» 
em parte porque eles interrompiam os padróes de codificação 
dos ammoácídos, quando incluídos na sequência de um polí- 
mero de RNA sintético (Fig. 27-6 e tabeU 27-3). 


Tabela 27-3 - PoHpe ptideos produzidos em resposta aos políme- 
ros sintéticos de RNA. coro sequência* repetitivas de três e quatro 
bases 


Roiinudacxtidvo 

Produtos pol< peptfdicos 

Repetições de thnucleolideo* 

ÍUUO, 

ÍPhek (Sifk 0*uú 

tAAGJu 

Çlysk CArgk (Qub 

(UU6Ú 

fljeuU íCysk (Wsll, 

ÍCCAi» 

{Prak ít*sk CTh^ 

(GUAX» 

íSêf k (leffninador de cade»aj* 

(UAQ, 

ÍVk (Thrk Oeulu 

CAUO, 

Otek tSerk (Mrtí. 

{GAUj n 

(Aspk (Mftk (iwmmadcf de cadeia}' 

Repetições do tetranucleotideos 

ÍUAUOn 

(Tyr-leu-Ser-liejn 

(UUAC)p 

(Leu-Leu-Thr-iyr)n 

(GUAAjn 

Oi e Tripeptídeos* 

(AUAG) n 

Oi e tripeptídeos* 


*Com esses pofimideotídeos, os padrfles de Incorporação dos aminoãcidas em 
pdipeplldeos são afetados pela presença de <ódons, que são sinais de termina- 
ção para a biosslntesç de proteínas. Nas sequências com três bases repetidas, 
uma das três fases de leitura inclui apenas códans de terminação e r portanto, 
apenas dois homopotipeptídeos são observados (geradas a partir das duas fases 
de leitura remanescentes). Em algumas das seqüências com quatro bases repe- 
tidas, iodo quarto còdon è um cúdon d# terminação em qualquer fase de (eitur 
ra. deforma que apenas peptídeos curtas são produzidos. Isso está ilustrado na 
Figura 27-6 para o (GUAAk. 
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landa dc leitura I 
landa dc leitura 2 
Janda de leitura 3 


5' — HG U"AlfÃ G UIIA A “GlOT A A I PG U AlIA G TJ| A A - — 3' 

— g r ^ga[G~inq i A g uh» a gh » a m v'*\ a — 

— -G U[Ã A G| ü^ilG U AIÍA G Ul[Ã~Ã~G]|Q- A Al 


Figura 27-6 - Efeito de um códon de terminação em um tetra nucleotldeo repetitivo. Dipeptídeos ou tripeptldeos são sintetizados, 
dependendo de onde o ribossomo inicialmente se ligar. As tris janelas de leitura dtferentes são mostradas em cores diferentes. Códons de 
terminação (indicados em vermelho) são encontrados a cada quarto códon, em todas as janelas de leitura. 


Os significados para todas as trincas códons (Fig. 27-7) fo- 
ram estabelecidos em 1966 e têm se mostrado verdadeiros de 
muitas maneiras diferentes. A decifração do código genético é 
lembrada como uma das mais importantes descobertas científi- 
cas do século XX, 

Os códons são a chave para a tradução da informação gené- 
tica, permitindo a síntese de proteínas especificas. A janela de 
leitura é estabelecida quando a tradução de uma molécula de 
um m RN A começa e é mantida, à medida que a maquinaria sin- 
tetízante lê seqüendalmente de uma trinca para a outra. Se a 
janela de leitura inicial for desligada por uma ou duas bases* ou 
se os ríbossomos acidentalmente pularem um nucleotídeo no 
mRNAs todos os códigos subseqüentes ficarão fora de registro; 
isso levará a uma proteína “sem sentido" com uma seqüência de 
aminoácidos deturpada (Adendo 27-1). 

Vários códons desempenham funções especiais, O códon de 
inkiaçãDi AUG, sinaliza o início das cadeias polipeptídicas em to- 
das as células, além de codificar resíduos de Met nas posições inter- 
nas dos polipeptídeos* Qjmo observado anteriormente, três das 64 
possíveis trincas nucleotídicas (UAA, UAG e UGA; Fig, 27-7) não 
codificam nenhum aminoácido conhecido. Esses códons determi- 
nação (também chamados de códons de parada ou códons sem 
sentido) normal mente sinalizam o fim da síntese polipeptídica. 

Gomo descrito posteriormente neste capitulo, a iniciação 
da síntese de proteínas na célula é um processo elaborado que 
depende dos códons de iniciação e de outros sinais no mRNÂ. 
Em retrospecto, os experimentos de Nirenberg e Khorana para 
identificar a função códon não deveriam ter funcionado na au- 
sência de códons de iniciação. For tuit amente* as condições ex- 
perimentais usadas forçaram que os requerimentos para a inicia- 
ção normal da síntese de proteínas fossem relaxados. Diligência 
combinada com a chance produziram uma realização — uma 
ocorrência comum na história da bioquímica. 

Em uma seqüência aleatória de nudeotídeos, um em cada 
20 códons em cada janela de leitura* em média, será um códon 
de terminação. Em geraL uma janela de leitura sem um códon 
de terminação entre 50 ou mais códons ê chamada de uma jane- 
la de leitura aberta. I anelas de leituras abertas longas usual mente 
correspondem a genes que codificam proteínas. Um gene não 
interrompido que codifica para uma proteína típica com um peso 
molecular de 60.666 requereria unia janela de leitura aberta com 
500 ou mais códons. 

Uma característica que se destaca no código genético é que 
um aminoáddo pode ser especificado por mais de um códon, 
de forma que ele é descrito como degenerado, Isso não sugere 
que o código seja defeituoso; cada códon especifica apenas um 
aminoácido. A degeneração do código não é uniforme. Enquan- 
to a metionina e o triptofano possuem códons únicos, três ami- 
noácidos (Leu> Ser, ArgJ, por exemplo, possuem seis códons, cin- 
co aminoácidos possuem quatro, lie possui três, e nove amino- 
ácidos possuem dois {Tabela 27-4). 


Primeira 
letra do 
códon 
(extremi- 
dade 5') 


Scjjundô letra do códon 
_Ç A_ 


uuu 

Phc 

ucu 

Ser 

UAU 

TVr 

UGU 

Qn 

uuc 

Phe 

ucc 

Ser 

UAG 

Tyr 

UGC 

Qt 

UUA 

Leu 

UCA 

Ser 

UAA 

Pare 

UGA 

Pare 

UUG 

Leu 

UCG 

Ser 

UAG 

Pare 

UGG 

Ttp 

cuu 

Leu 

CCU 

Pro 

CÀU 

Hií 

CGU 

Arg 

cuc 

Leu 

CCC 

Pm 

CÀC 

Hil 

CGC 

Arg 

CUA 

Leu 

CCÀ 

Pro 

CAA 

Gin 

CGA 

Arg 

CUG 

Leu 

COG 

Pro 

CAG 

Gin 

CGG 

Arg 

ALIU 

lie 

ACU 

Thr 

AAU 

Asn 

AGLT 

SeF 

AUC 

Me 

ACG 

Thr 

AAC 

Awi 

AGC 

Ser 

AUÀ 

lie 

ÀCÀ 

Thr 

AAA 

Lys 

AGA 

Arg 

ÜKH 

Met 

ACG 

Thr 

AAG 

Lys 

AGG 

At% 

GUU 

Vai 

GCU 

Ala 

GAU 

Asp 

GGU 

Gly 

GUC 

Vai 

cee 

AJa 

GAC 

Âsp 

GGC 

Gly 

GUA 

Vaí 

GCA 

Ala 

GAA 

Gk 

GGA 

Qy 

GUG 

Vai 

GCG 

AJa 

GAG 

Gin 

GGG 

Gly 


Figura 27-7 - "Dicionário 1 ’ das palavras-código dos aminoácidos, 
como ocorrem nos mRNAs Os códons são escritos na direção S'-*3 r . 
A terceira base de cada códon (em negrito) desempenha um papel me- 
nor na especificação dc um aminoáddo do que as duas primeiras. Os três 
códons de terminação são mostrados cm vermelho e o códon de inicia- 
ção AUG está sombreado em verde. Todos os aminoácidos, exceto a 
metionina e o tnptofano, possuem mais de um códon. Na maioria dos 
casos, os códons que especificam □ mesmo aminoáddo diferem apenas 
na terceira base. 


Tabela 27-4 - Degeneração do códon genético 


Aminoáddo 

Número de códons 

Ala 

4 

Arg 

6 

Asn 

2 

Asp 

2 

Cys 

2 

Gin 

2 

Glu 

2 

Gly 

4 

His 

2 

Ne 

3 

Leu 

6 

Lys 

2 

Met 

1 

Phe 

2 

Pro 

4 

Ser 

6 

Thr 

4 

Trp 

1 

Tyr 

2 

Vai 

4 
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Adendo 27-1 Deslocamento da janela de tradução e editoração do RN A: 
mRNAs que mudam as regras no meio do jogo 


Uma vez estabelecida a janela de leitura durante a 
síntese de proteína*, o$ tiódfMs são traduzidos em 
ordem, sem sobreposição ou pon i u ação, a Lê que um 
còdun de terminação if jj cncoitif ado. Usiialmente, 
as outras duas janelas de leituras posáveis não con- 
têm uma informação genérka útil Em mamo, al- 
gum poucos genes são estruturados de forma tal que 
os ribossomos “soluçam” em um certo ponto da tra- 
dução do mRNA, levando a uma alteração na janela 
de leitura, a partir desse ponto. Em alguns casos, isso 
parece ser um mecanismo usado para produzir duas 
ou mais proteínas relacionadas, mas distintas, a par- 
tir de um transcrito único ou para regular a síntese 
de uma proteína, 

Um dos exemplos mais bem documentados ocor- 
re na tradução do mRNA para os genes gag e pol do 
virus do sarcoma de Rotis ( veja Fig, 26-3ã j. A janela 
de leitura da pot é deslocada para a esquerda por 
um par de base (janela de leitura -1 ) rdalivamenlc 
à janela de leitura para gng (Fig. II 

O produto do gene pol (franscriptase reversa) é 
traduzido como uma poli proteína maior, que usa o 
mesmo mRNA usado para a prol d na gag sozinha 
(veja Fig. 26-33). A poliprotelna, ou proteína gag- 
pol, é então clivada à trsmsçriptásé reversa madura 
por digestão proteolítica. A produção da polip notei - 
na requer um deslocamento da tradução na região 
de sobreposição, para permitir ao ribossumo con- 
tornar o còdon de terminação UAG na extremidade 
do gene gag (mostrado em vermelho na Fig. I). 

Esse deslocamento ocorre cm cerca de 5% dos 
eventos de tradução, de Forma que a polí proteína 
gag- púl (e, finai mente, a transa iptase reversa) seja 
sintetizada em uma freqúíncw cerca de */aj da pro- 
íeina gag, um nivd suficien te para a reprodução efi- 
ciente do virm. Em alguns rcmmnis. um out ro des- 
locamento da janela de tradução permite a tjzdu- 
ção de uma poli proteína ainda maior, que indui o 
produto do gene cbt, fundido aos produtos gêmeos 


gag e pof (veja Fig. 26-33). Um mecanismo seme- 
lhante é usado para produzir tanto as sub unidades 
x quanto as j da PNA polimerase Hl da EL míi, a 
partir de um únko transcrito do gene ãnúX (veja 
Tabela 25-2). 

Esse mecanismo também ocone no gene do fa- 
tor de liberação 2 (RF : ) da E coh, discutido mais 
adiante neste capitulo, que i requerido paia t ter- 
minação da síntese de proteínas nos códoos de ter- 
mina ção UAA c UGA. O 26" cõdon no transcrito 
do gene para RFj t UGA, que nnrmalmente inter- 
rompe a síntese de proteína. O restante do gene otí 
cm uma janela de leitura + I (um par de bases des 
locado a direita), relativa a esse cddon UGA. A tra- 
dução pausa nesse còdort, mas a terminação não 
ocorre, a menos que RF, wí j ligada ao cõdon (uma 
ligação que é menos provável quanlo menores fo- 
rem os níveis de RÍV), A ausência do RFj previne # 
terminação da síntese de proteínas tm UGA t dá 
tempo para ocorrer um deslocamento. A UGA, mais 
a G que se segue (UGAC), é, portanto, lida como 
GAC = Asp, A traduçã». enláo, prossegue na nora 
janela de leitura para completar a síntese do RFj. 
Dessa forma, o RFj regula a sua própria síntese em 
uma alça de retroalimentação. 

Alguns mRNAs são editados antes da tradução. 
Os transcritos iniciai* dos genes que codificam a 
subunidade N da citocromo oxida.se na Tnítcxón- 
d ria de alguns protisCas nãcS correspondem precisa- 
mente i seqUência necessária no carboxitertnlnal do 
produto protéko. Um processo de editoração pós- 
transcricional insere quatro uridinas que deslocam 
a janela de leitura traducional do traraaxtu. A Fi- 
gura 2a mostra os resíduos de urtduu adicionado* 
i pequena parte do irãitaCrilo <|ueè afetada pda edi- 
toração. Nem a função nem o mecanismo desse 
processo de correção são entendidos. Uma classe es- 
pecial de moléculas de RNA codificadas por ess» 
rtiíLocón dnas foi detectada com sequências compk- 


Leu — GJy — Leu — Arg — Leu — Tbr — Am — Leu Fim 

S^-- HC U AJIG G GIÍC~U ~~QlC C ^CElUirgiA C Al^JliU U aI IW G GAGGCCCA -f 

úmiiãrkihiMíwt C UAGGGCÜCCGCUUGàCAAAUU U lA Ü Aífgj GdlA G GllG C Cl A — 

He - GJy - Arg — Ala 


Figura 1 - A região sobreposta gag-poi no vírus do ssreoma de Rous 
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mRNA y— AAAGUAGAUUGUAUACCUGGÜ —y 


RNA guia 

/ 

V 




I 

V U A U A L T C U A AUAUAUGGA U A U 
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Figura Z - Editoração do ftNA do Iransçrito do gene da sub unidade Jl da 
otoaomo oxidase da miiocôndna do Jo/psnosorr>& pruce* (a) Inserção 
de quatro resíduos de undiitâ produz uma janela de leitura revtsada (b) 
Uma ciasse espeoal de ftNAl ggi* nraa* rTrtocúnrinas, comptemeniár ao 
produto eíttsõc , parece a^r como molde para o processo de editoração 


men tares aos mRNÀs edstoratlos. Estes, assim cha- 
mados de R N As guia { Ftg. 2b), parecem agir como 
molde.", para o processo tfe editoração* Observe que 
o parearttento de bases envolve vários pares de ba- 
ses G= U ( marcados por pomos azuis) k que sio co- 
muns nas moléculas de RNA, 

Uma forma distinta de editoração do RNA ocor- 
re no gene para o componente da apnlipuprottfna 
R da Hpoprotelna de baixa densidade nos vertebra- 
dos. Uma forma da apolipoproteiná B. chamada de 
apo8- 1ÜÜ (M r 5 13*000), é sintetizada no fígado; uma 
segunda forma, apolMU (M, 250.000), é sintetizada 


no intestino. Ambas são sintetizadas a partir de um 
mRNA produzido a partir do gene para a apoB- 100. 
A ritosina deammase, uma enzima encontrada ape- 
nas no intestino, liga-se au mRNA no tòdcm 2.153 
(CA A = Gín) c converte a C em uma (J para intro- 
duzir o cúdon de terminação UAA. A apoR-4H t pro- 
duzida no intestino a partir desse mRNA modifica- 
do s é simplesmente uma forma abreviada í corres- 
pondendo A metade a mino terminai) da apoB-ICX) 
(Hg. 3), Hssa reação permite a síntese de duas pro- 
teínas diferentes, a partir dt um gene em uma ma- 
neira tecido especificar 


Fígado humano 5 r 
{apâB-IOQ) 

inteilürvo humano 
(jpoB- 44 ) 

Resíduo: número 

Figura 3 - A editoração do RNA do transcrito do gene para 0 compo- 
nente apolipoproteiná 0-100 das üpoprgtelnas de baixa densidade A 
desaminaçâo, que ocorre apenas no mte&tino r converte uma citosma es- 
pecifica em uracila, convertendo um códon de Gin a um cúdon de para- 
da e produzindo uma proteína truncada. 


- ^cxiPETrg f õÃ^íÃ^ ru ^írir^ rÃi^ 

— GLn — Lm — Gin — Thr — Tyt — Mn — lie — 


Leu — Gin TEir — Tjtt — 
2MB 2J50 



2J54 
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O código genético é quase universal Com a intrigante exce- 
ção de algumds poucas variações nas mitocôndrias, algumas 
bactérias c alguns eucariotos unicelulares (Adendo 27-2)* os Có- 
dons dos aminuidílus &áo idênticos em todas as espécies exa- 
minadas até agora. Os seres humanos, a E. coU, as plantas dc 
tabaco, os anfibios e o* vinis compartilham o mesmo código 
genético. Drssa forma, parece que todas as formas de vida pos- 
suem um ancestral evolucionário çomum, cujo código genético 
tem sido preservado durante ioda a evolução biológica. 

Quando vários códons diferentes especificam um aminoá- 
cido, a diferença entre eles usualmente está na terceira base (na 
extremidade 3^ Par exemplo, a alanirn é codificada pelas trin- 
cas GCU, GCC CCA c GCG. Os códons para a maioria dos 
aminoáddos podem ser simbolizados por XY£ ou XY c- As pri* 
meiras duas letras de cada códon são, portanto, os determinan- 
tes primários da especificidade, uma característica que tem al- 
gumas conseqiiénctas interessantes. 

A oscilação permite que alguns 
tRNAs reconheçam mais de um códon 

Os RN As dc transferência paream suas bases com os códons no 
mRNA por meio de uma sequência de três bases no tRNA chamada 
de anticódon. A primeira base do códon no mRNA (lida tia dire- 
ção 5 r ^3') parea com a terceira base do anticódon (Fig, 2 7 - Ra > . 

Se a trinca do anticódon de um tRNA reconhecesse apenas 
uma trinca códon por meio do pareamento de base Watson- 
Crick, as células teriam um tRNA diferente para cada códon de 
um aminoáddo- Esse não é □ caso. Por exemplo* os anticódons 
em alguns dos tRNAs contêm o nucleatídeo inosinato (designa- 


y 



<•> 


J 2 1 

Anticódon (3 H ) G-C-J 

Códon (5'} C-G-Ã 
1 2 3 


1 1 1 
G-Ç-I 

C-G-U 
1 2 3 


3 3 1 

G-C-] (5'} 

C-G -C (3 H ) 
1 2 3 


Figura 27-8 - Reloçóe* de pareamen to entre o códon e o an ticò- 

don (a) Q alinhamento dos dois RHAs ê antí para leio O tRNA à apresen- 
tado na configuração clássica de "folha de trevo" . (b) Relações de parca- 
mento do códon quando o anticódon do tFLNA contém inranato 


do II, que contém a base hipoxantma, pouco comum (veja Fig. 
10-5b). Inosinato pode formar pontes de hidrogênio com três 
nudeoiídeos diferentes ÍUC e A; Fig. 27-ftbh embora esses pa- 
reamentos sejam muito mais fracos quando comparados com 
as fortes pontes de hidrogênio entre os pares dc bases Watson- 
Crkk G*C e À=U. Na levedura* um tRNA*' 1 possuí o antkó- 
doo (5'ílCG, que pode reconhecer I rês códons de arginifta dife- 
rentes, |5 J )GGA, (5’JGGU e (5')CGC As duas primeiras bases 
desses codons são idênticas (CG I e formam fortes pares de bases 
Watson-Cridt com as bases correspondentes do amkodcn. A 
terceira base dos três códorts da argjnina (A. UeC] formam 
pomes de hidrogênio mais fracas com o resíduo J na primeira 
posição do anticódon, 

O exame desses e de outros pareamemos códon -antkódoã 
levou Crick a cooduir que a terceira base da maioria dos codons 
parcia de maneira trouxa com a base correspondente de seut 
anticódons; para usar soa pitoresca palavra, as terceiras bases dc 
tais códons (e as primeiras bases dc seus anticódons correspon- 
dentes rosciíam" Crick propôs um con junto de quatro relações* 
chamado de hipótese da oscilação: 

J . As duas primeiras bases de um códon no mRNA sempre for- 
mam fortes pares dc bases Watson -Crick com as bases cor- 
respondentes do anticódon no tRNA e conferem a maior par- 
te da especificidade da codificação. 

2, A primeira base do anticódon (lida na direção 5 H ->3'; esta 
paneia com a terceira base do códon) determina o número de 
códons reconhecidos pelo tRNA, Quando a primeira base do 
anticódon é C ou A, a ligação é específica e apenas um códon 
é reconhecido por esse tRNA. Quando a primeira base é U ou 
G* a ligação é menos específica c dois códons diferentes po- 
dem ser lidos. Quando o inosinato (I) for o primeiro (osd- 
lante) nucleoüdeo de um anticódon, três códons diferentes 
podem ser reconhecidos — 0 número máximo para qualquer 
tRNA. Essas relações estio resumidas na Tabela 27-5. 

3, Quando um aminoácido for especificado por vários códons 
diferentes, os códons que diferem em uma das duas primei- 
ras bases requerem tRNAs diferentes 

4* Um mínimo de 32 tRNAs são requeridos para traduzir todos 
os 61 códons. 

A base oscilante {ou terceira) do códon contribui para a 
especificidade* mas* pdo fato de ela p arear apenas fracamente 
com sua base correspondente no anticódon, ela permite rápida 
dissociação do tRNA de seu códon* durante a siniese de proteí- 
nas. Se todas as três bases dos códons estivessem engajadas em 
pareamentos Wátsofi-Crick fortes com as irís bases dos anticó- 


TabeLa 27-5 - Como a base oscilante do anticódon determina quan- 
tos códons de um dado Mjjnoáddfl um tRNA pode reconhec&r* 


1 . Um códon reconheodo 

Anticódon 

(3') X-Y-j 

1 C5T< 

(31 X-Y-j 

1(50 

Códon 

(51Y-X-J 

1(30 

(50 Y— X— 1 

1(30 

7. Dois códons reconhecidos: 
Anticódon 

ffl X-Yd 

1(50 

(30 X-Y-4 

1(50 

Códon 

(50 Y— X— | 

1 (30 

(50 Y-X-l 

[(30 

3. Três códons reconhecidos: 
Anticódon 

mw-i 

1(50 



Códon 

(50 Y-X-j 

1 - 




*Xe V denotam bases complementares capazes de fazer fartes pareamenlas 
de bases do ripo Watson-Cnck entre il. As bases oscilantes, na posição V dos 
códons í na porção $ r dos aniic&tans. estão sombreadas em vwmetio 
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dons* os tRNAs se dissociariam muito Imtamente, o que limb 
tarte severamente a velocidade da síntese de proteínas. As inte- 
rações códon-anti códon otimizam tanto a exatidão quanto a 
vdocidade. 

Genes sobrepostos em [anelas de leitura diferentes 
são encontrados em alguns DN As virais 

tmboij uma! Certa sequência nurfeotídka po&sa, cm principio, 
ser Uda em qualquer uma de suas três [anelas de leitura, a maio- 
ria das seqOências do DNA codifica um produto profêtco cm 
apenas uma janela de leitura. Para gerar proteínas a partir de 
diferentes jaricUs de Irirura* os códom de terminação não po- 
dem surgir na nova seq ciência e cada códon deve corresponder a 
um aminoécido adequado. O código genético impõe limites es- 
tritos ao número de aminoáddos que podem ser codificados 
pela janete de leitura 2 , sem alterar os aminoáddos especifica- 
dos pela janela de leitura 1 (Fig. 27-9 ). Algumas veres, um ami- 
noácsdu (c seu Códon correspondente) pode ser substituído por 
outro na jianela de leitura 1 e ainda reter a função da proteína 
codificada, tornando mais plausível que os janelas de leitura 2 e 
5 possam também codificar uma proteína útil; mas, mesmo le- 
vando esses fatores em conta, a flexibilidade nas outras janelas é 
muito limitado. 

Geraimente, apenas uma janela de leitura é usada para codi- 
ficar uma proteína c os genes não se sobrepõem, mas há algu- 
mas exceções interessantes. Em vários vírus, a mesma seqüinc ia 
do DNA codifica duas proteínas diferentes, empregando duas 
janelas de leitura diferentes. O DNA do bacteriáfago ij>X 1 74, que 
contém 5.386 resíduos de nudeotídeos, não é sufi de nt emente 


longo para codificar as dez proteínas diferentes que são conhe- 
cidas como produtos do genoma do $X174.. Uma comparação 
da seqüéncu de nudeotideos do cromossomo $X174 com as 
sequências de aminoáddos das proteínas que de codifica revela 
várias sobreposições nas sequências pênicas, A Figura 27 - 1 da 
mostra que o gene R está aninhado dentro do gene A e a maior 
parte do gene E está dentro dó gene D; a Figura 27- lOb esque- 
matiza a sobreposição dos genes K, A e C Em vários casos, o 
códon de iniciação de um gene se sobrepõe ao códon de termi- 
nação do outro gene. Esse arunhamento e essa sobreposição de 
seqüências explicam o tamanho incrivelmente pequeno do ge- 
noma do ^X1 74, comparado com o número de resíduos de ami- 
noácidos nas dez proteínas que de codifica. 

Observações semelhantes têm sido feitas cm DNÀs virais do 
e do vinis causador do clncer do tímio 40 f SV40], e nos 
fagos de RNA* tais como o Qp t Q|7 e o fago G4. um parente 
próximo do +XI74. Genes sobrepostos ou genes deu uo de genes 
podem oferecer aos vírus uma vantagem seletiva, pois o pequeno 
tamanho do capsideo virai encoraja o uso económico tle uma 
quantidade limitada de DNA para codificar a variedade de proteí- 
nas necessárias para infectar e rept tear dentro de uma célula hos- 
pedeira. À medida que os vírus se reproduzem (e, portanto, se 
desenvolvem) mais rápido do que as suas células hospedeiras, 
eles podem representar um limite tia eficiência biológica. 

O código genético nos mostra como a informação da se- 
quência de proteína é armazenada nos ácidos nucléicos e nos 
fornece algumas indicações de como aquela informação é tra- 
duzida em proteína. Voltemo-nos, ágora, aos mecanismos mo- 
leculares do processo de tradução, 



Figura 27-9 - Janela de leitura e sequência de amínoáddo Uma sequência de aminoácidos, especificada por uma janela de leitura, 
limita extrem amente o potencial de aminoáddos codificado por qualquer outra janela de leitura, (a) Os códon s da janela de leitura 1 que 
podem produzir a sequência de aminoáddos indicada. A maioria das alterações nudeotidicas permitidas (vermelho) está na terceira posição 
(oscilante) de cada códon. (to) No topo são mostrados os códons que podem existir na janela de leitura l t sem alterar a seqüência de 
aminoátido codificado pela janela de leitura \ . Abam sâo mostrados os códon s alternativos que correspondem as sequências alternativas do 
mftNA listadas em (a) Os possíveis aminoáddos que podem ser codificados pela janela de leitura 2, sem alterar a Sequência de aminoàcidos 
codificada pela janela de leitura 1 , estão entre parênteses 


Adendo 27-2 Variações naturais no código genético 


Na bioquímica, como cm outra) disciplinas, exce- 
ções às regras gerais podem ser problemáticas para 
os educadores e frustrantes para os estudantes. Ao 
mesmo tempo, das nos ensinam que a vida é com- 
plexa e nos inspiram a procurar outras surpresas. 
Entender as exceções pode» de maneiras surpreen- 
dentes até reforçar a regra geral 

Poderiamos esperar pouco espaço para variação 
no código genético. Até mesmo uma única substi- 
tuição de ammoiddo pode ter efeitos profunda- 
mente deletérios na estrutura de uma proteína. Não 
obstante, variações no código ocorrem cm alguns 
organismos, e das são Unlo interessante) como ins- 
trutivas. A raridade c m tipm de vanações forne- 
cem poderosa evidência para uma origem evolucio- 
nária comum a todos os seres vivos. 

Para alterar o código, alterações devem ocorrer 
em um ou mais íRNAs, sendo o anikódon o alvo 
óbvio para essas alteraçón. Tal alteração levaria à 
inserçlo automática de um aminoáddo em um tó- 
don que não especifica aquele aminoácido, de acor- 
do com o código normal (veia Fig, 27-7). O código 
genético, com efeito, é definido por dois elementos: 
U ) os anti códons nos tRNAs (que determinam onde 
um aminoácido está colocado em um polipeptídeo 
em crescimento) e (2) a especificidade das enzimas 
— aminoadl-tRNÀ aintetaies — que carregam os 
tRNAs e determinam a identidade dos amlnoácidos 
ligados a um certo tRNA, 

A maioria das alterações abruptas do código te- 
ria efeitos catastróficos nas proteínas celulares, de 
forma que as alterações do código ocorreriam, mais 
provavelmente, em casos nos quais relativa mente 
poucas proteínas seriam afetadas» Isso podería ocor- 
rer em genomas pequenos, que codificam apenas 
algumas proteínas. As consequências biológicas de 
uma alteração de código poderiam também ser li- 
mitadas por alterações restritas aos três códons de 
terminação, pelo lato de eles geralmetite não ocor- 
rerem dentro dos genes ( veja no Adendo 27-1 as ex- 
ceções a essa regra). Esse padrão e de fato observada 
A maioria das variações muito raras conhecidas 
do código genético ocorre no DNA miiocondrial 
l mtPNA), que codifica apenas de tO a 20 proteínas. 
As mitooóndnas possuem os seus próprios tRNAs, 
e as variações do código não afetam o grnoma celu- 
lar, que £ muito maior As alterações mais comuns 
nas mitocòndrías c as únicas alterações observadas 
nos genomas celulares envolvem códons de termi- 
nação. Essas alterações afetam a terminação nos pro- 
dutos de apenas um subconjunto de genes, e, às ve- 
zes, os efeitos nesses genes sâo menores, porque os 
genes possuem múltiplos códons de terminação (re- 
dundantes). 


Na milocòndxia, as alterações podem ser vistas 
como uma espécie de cfkiéncta genética. Os 
mlDNAs de vertebrados possuem genes que codifi- 
cam í 3 proteínas, 2 1 RN Ase 22 tRNAs (veja Fig. 19- 
30). Um conjunto não usual de regras dc osdlaçáo 
permite que 03 22 tRNAs decodifiquem todas as 64 
trincas códons possíveis ^-e não todos os 32 tRNAs 
requeridos para o código normal. Quatro faimTiaa 
de códons (nas. quais o aminoácido é determinado 
imeiramente pelos primeiros dois nudeotídeos) são 
decodificadas por um único tRNA com um U r,j 
primeira (ou oscilante) posição no antkódon. Qu 
U pareta dc alguma forma com qualquer uma das 
quatro bases na terceira posição do códon. ou é usa- 
do, nesses casos, um mecanismo *doís em tres* — 
ou seja, nenhum parea mento é necessário na tercei- 
ra posição do códon. Outros tRNAs reconhecem 
códons com A ou G na terceira posição, e ainda 
outros reconhecem U ou C, de Forma que, virtual- 
mente, todos os iRNAs reconhecem dois ou quarro 
códons. 

No código normal, apenas dois ammoáddos são 
especificados por Códons únicos, a metionina e 0 
triptofano (veja Tabela 27-4), Se todos os tRNAs 
mitocondriais reconhecem dois códons, então có- 
dons adicionais para Mct e Trp podem ser espera- 
dos na mitocóndfia. Por isso, nós encontramos que 
a variação do código mais co mumente observada é 
que UGA especifica náo terminação, mas tripíofa- 
no. O tRNA lrp reconhece é insere um residuo de Trp 
no còdon d< terminação UGA e no códon do Trp 
normal UGG. A conversão da AUA de um códon de 
lk para um códon de Mel tem efeito semelhante; 0 
códon Met normal é Al'G e um único tRNA pode 
reconhecei ambos os códigos. Essa i j segunda va- 
riação mais comum do código miiocondriaL As va- 
riações de código conhecidas na mitocóndría estão 
resumidas na Tabela 1. 

Voltando às alterações muito mais raras nos có- 
digos dos genoma* celulares (distintos do grnoma 
mifocondrial ), concluímos que a única variação co- 
nhecida em um procarioto è, novamente, 0 uso do 
UGA para codificar resíduos de Trp na mais sim- 
ples célula de vida livre, o Myc&pbsma niiprkcíum. 
Entre ç» eucariotos, as u nicas alterações do codjgo 
ejtframilocumJrial conhecidas ocorrem em algumas 
poucas espécies de prorístas cifrados» nos quais os 
códons de terminação, UAÀ e UAG, esptcificarai 
glutamina. 

As alterações no código não necessitam ser ab- 
solutas — um códon não precisa sempre codificar 
o mesmo aminoáddo, Nã E. cófr, há dois exemplos 
de aminoácidos sendo inseridos em posiçóes não 
especificadas no código geral. O primeiro é o uso 
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Tabela 1 - Variarão na daMgnaçto de códon* conhecidos na mltocóndria 





Cóòom* 




UGA 

AU A 

AGA 

AGG 

CUW 

CCG 

Designação do tòdügo normal 

Fim 

U 

Arg 

leu 

Aíig 

An mas 

Uertebradc* 

Trp 

Met 

Fei* 

4 

4 

DroqAh 

7rp 

Mel 

Ser 

4 

4 

Leveduras 

Sxcteromyçes cwertwe 

Üp 

Met 

A 

Tbr 

4 

Torutopsàgiaòrata 

Trp 

Met 

4 

Ihr 

? 

SchámacchafiOfTtyces potnbe 

tfp 

+ 

4 

4 

4 

Funges lamentosos 

Trp 

+ 

4 

♦ 

4 

Tnpanassomos 

Trp 

* 

4 

4 

+ 

Wgetais superares 

+ 

+ 

4 

4 

Trp 

Gtíafnydoman&rmhanm 

7 

+ 

4 

♦ 

j 


' A interrogação inttoa que o códon não fo observado mo gemo™ fnriocondnai nlcado. N, qualquer nucteottdeo; +. o rtdon 
wni o meirriü ágruf içado que no códgo norma» 


ocasional do códon GUG (Vai) como um códon de 
iniciação. Isso ocorre apenas naqueles genes em que 
a GUG está apropriadamente LocaLizada próxima às 
seqliêndas específicas do niRNA que afetam a ini- 
ciação da tradução (como serd discutido posterior- 
mente neste capítulo). Sinais contextuais que alte- 
ram os padrões do código também ocorrem no se- 
gundo exemplo da E. coli. Algumas proteínas, em 
todas as células (por exemplo, a formato desidroge- 
nase nas bactérias e a gluUtiona peroxidase nos 
mamíferos), requerem o demento sdénio para a sua 
atividade. Ele está geralmcnie presente na forma do 
aminoáddo modificado «clenocísteina, Embora 
aminoáddos modificados sejam geral mentr produ- 
zidos oa reações pos^raducHWUO I descritas neste 
capitulo i, na E ítíü a sekfKHtktctna é introduzida 
na formato desidrogenasç durante a tradução, cm 
resposta a um códon UGA- Um tipo especializado 
de tRNA da serinà, presente em tiivns menores que 
outros tRNAs da serina, reconhece UGA e nenhum 


outro códon. Esse tRNA é carregado com serina e a 
serina é, então, enzimatkamcnte convertida a sele- 
nocistelna, antes do seu uso no ribossomo. O tRNA 
carregado não reconhecerá nenhum códon UGA; 
em vez disso, algum sinal contextuai no niRNA, ain- 
da a ser identificado, permite ao tRNA reconhecer 
apenas aquele* poucos códon* UGA que especifi- 
cam selenodsteína dentro de certos genes. Com efei- 
to, há 21 aminodddos' padrão na E. cair, e a UGA 
desdobra-se tanto como um códon de terminação 
como (algumas vezes) para a sclrnocisteina. 

Essas variações iw>* moslram que o código não É 
tão universal quanto se acreditava, mas que sua fle- 
xibilidade £ muito rcslriu. As variações são obv la- 
mente derivadas do código grral, e nenhum exem- 
plo de um código completamente diferente jamais 
foi encontrado. O escopo Limitado das variantes do 
código reforça o princípio de que toda vida deste 
planeta evoluiu tendo como base um único (leve- 
mente fiexivd) código genético. 
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Figura 37-10 - &*n*i dentro de genes (*! O D NA orcubr do fxi 74 contem dez genes (de A d K). m entrado* squ em arco* concèntncos, que 
correspondem ès suas janetos de atura. O gene B pstà dentro da sequência do gene A. mas usa Lma^aneta de fatura díaeme De forma semelHanie. 
o gene £ esta prmtfulmenle dentro do gene D. «nas também se sobrepõe com o gene J, cada gene usando uma pnetà de ‘ertura dderente D gene K 
se sobrepõe com os genes A Be C. Os segmentos não sombreados são regiões espaçado? as nâo traduzidas b Parte da seqúéncia nucteottfGa dl 
rrRN A t'anscnto dos genes C . A e K do DNA do fXt 74 Quatro base* são usadas em iodos os irte genes, em dforenies janelas de leiiua Uma regãs 
de IC no lado 5‘ (não mositadoí, tarnoém se sobrepõe a um leiceuo gene. B 


Síntese Protéica 

Cnmo vimns rm rd aça o ao DNA e ao RNA. a síntese das bio- 
moléculas poliméricas pode ser considerada em termos de inicia- 
ção, alongamento e terminação. Esses processos fundamentais 
são tipicamente apoiados por duas etapas adicionais: a ativação 
dos precursores antes da síntese e o processamento pós-slnteti- 
zante do polímero completo. A síntese de proteínas segue esse 
padrão. A ativação dos aminoáddos, antes da sua incorporação 
aos polipeptídeos, e o processamento pós-traducionai do poli 
peptiden compkto desempenham papéis importantes específi- 
cos na garantia tanto da. fidelidade da síntese como da própria 
função d o produto protéko.Os componentes celulares envolvi- 
dos nas cinco etapas da síntese de proteínas na B , coíi ç outras 
bactérias estio listados na Tabela 27-6; os requeri mentos nas 
células eiEcanóticjs sfto bastante semdbaníes. embora os com- 
ponentes sejam, em alguns casos, mais numerosos. 

Uma visdo geral das cinco etapas da síntese de proteínas for- 
nece um esquema ÜIÍI para a discussão que se segue. 

Etapa 1: Atnraçko dos aminoãcidos \ síntese de um pdi- 

peptKÍeo com uma sequência definida exige que duís requerimen- 
tos químico» fundarneniais sejam satisfeitos: { ] ) o grupo carbcud- 
la de cada aminoéckki deve ser ativado para íaciíi t ar a formação de 
uma ligação peptídiea. e (2) um eki deve estabelecer-se entre cada 
novo amtnodcido e a informação que o codifica no mRNA, Am- 
bos os requerimentos são satisfeitos pda ligação do aminoacido 
correio a um tKNÀ, m primeira etapa da síntese de proteimis, Li- 
gar o ammoicido correto ao íRNA certo é crítico. Kua reação se 
realiza no dtosoL e não no ribossomo. Cada um dos 2U amirtoid- 
do5 é covalenlemenre ligado a um tRNA específico, is expensas da 
energia do ATP, usando enzimas ativadoras dependentes de Mg’ H , 
chamadas de aminoacfl-tRNÀ suitetases, Os tRNA* aminoacib- 
dos são comumcnir referidos como estando “carregados” 

Etapa 2: Iniciação. Em seguida, o mRNA que contém o códi- 
go para o ptillpcptldeó a ser sintetizado liga-se à menor das duas 
subunídades ribossómícas e ao aminoacil-iRNA de iniciação. A 
subunidade ribossómica maior, então, liga-se para formar um 
complexo de iniciação. O ammoacil-tRXAde iniciação parcia com 
o códon AUG do mRNA, que sinaliza o início da cadeia polipep- 
tídica. Esse processo, que requer GTP, é promovido por proteínas 
átosólkas específicos, chamadas, de fatores de iniciação. 


Tabela 27-6 - Componente» requerido» pare a» cinco principais 

etapas na síntese de proteína» na £. roti 

Etapa Componente» necessário» 

1 Ativação dos 2Q amingãndOS 

ami noãcidos 20 a m Inoaci l-t H.NA sintetases 

20 ou mais TRNAs 
ATP 
Mg 34 


2- Iniciação mRNA 

N-Forrnilnwtlonil-tRNA 

Códon de iniciação no mRNA (AUG) 

Subunidade ribossâmica 105 

Subunidade ri bovíômica SOS 

Fatores de IrKüçãOÍIM. IF-2. IF-3) 

GTP 

Mg 1 ' 


3 Alongamento Ribossomo 70S lunoonal (complexo úe iniciação! 

Ammoac tRNAv especificados petos c Odora 
Fatores de alongamento (EF-Tus, EF-b, EF-G) 

GTP 

Mg-* 


4 Tèrninação Códondeterm^vaçãonomANA 

eiberação Fatores de l«ber ação de poApeptdeos iRf,. RF-, Rfjj 
ATP 

5. Enowetamento Enemas, co-fatoro e outros çornpcoeritK 
e processamen to espeotito! para a remoção de resíduos -ruços 
pos-trad jcocidf e sequências srtaiizadofay processamento 

profedinto adicional, modri cação dos ^-duos 
terniinais e ligação dos grupos fosfato, metia. 
cartraela. carbçHçfralooM pfQStétJco 


E tapai 3: Alongamento. O pulipvplidcu nascente t agora alon- 
gado pela ligação cova] ente de sucessiva* unidades de aminoád- 
dos, cada um transportado ao ribossomo e corretamente posi- 
cionado pelo seu t RN A* que parei a com ü seu códon correspon- 
dente no mRNA. O alongamento é promovido por proteínas 
dtosóücas chamadas de fatores de alongamento, A ligação de 
cada aminoacil-íRNA que chega c o movimento do ribossomo 
ao longo do mRNA são facilitados pela hidrólise do GTP à me- 
dida que cada resíduo é adicionado oti polípeptídeo crescente. 

Etapa 4: Terminação e liberação. O término da cadeia poli- 
peptídica é sinalizado por um códon dc terminação no mRNA. 
A nova cadeia poiipeptidica é então liberada do ribossomo, aju- 
dada por proteínas chamadas de fatures de liberação. 
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Etapa 5: Enovelamento e processamento pós-tradudo- 

nal. Para alcançar sua forma biologicamente ativa, o novo po- 
lipeptídeo deve enrolar- se na sua conformação tridimensional 
apropriada. Antes ou depois do enovelamento, o novo polipep- 
tídeo pode sofrer processamento enzimático, incluindo remo- 
ção de um ou mais aminoácídos a partir do aminoterminal; a 
adição de acetila, fosfato, rnetila, carboxüa, ou outros grupos, a 
certos resíduos de aminoácídos; a clivagem proteolítica; ou a 
ligação de olígossacarídeos ou grupos prostéticos. 

Antes de examinarmos essas cinco etapas em detalhe, deve- 
mos introduzir dois componentes-chave na biossíntese de pro- 
teínas: o ribossomo e os tRNAs. 

O ribossomo é uma máquina supra molecular 
complexa 

Cada célula da E. coli contém 15.000 ou mais ríbossomos, que 
perfazem quase um quarto do peso seco da célula. Os ribossomos 
bacterianos contêm cerca de 65 % de rRNA e cerca de 3 5% de pro- 
teínas; eles possuem um diâmetro de cerca de 18nm e são com- 
postos de duas subun idades desiguais, com coeficientes de sedi- 
mentação de 30$ e 50$ e um coeficiente de sedimentação das su- 


Tabela 27-7 - RH A e componentes protèicoi do ribossomo da C. coli 


Subunldaòt 

Número de 

proteínas 

diferentes 

Número 
total de 
proteínas 

Designações 

proteicas 

Número e 
tipo de rRNAs 

30S 

2t 

21 

61-521 

1 (166 rRNA) 

505 

33 

36 

LI -L36* 

2 Í5S @ 236 rRNAs) 


*As designaçòes protéicas de LI até L36 nâo correspondem a 36 proteínas 
diferentes. A proteína original mente designada L7 á r de fato, uma forma modi- 
ficada da LI 2, e a LS £ um complexo de trás outras proteínas. Também, a L26 
provou ser a mesma proteína que a S2G (e nâo parte da subumdade 50$). isso 
soma 33 proteínas diferentes na subunidade maior Há quatro cópias da proteí- 
na L7-L1 2, Cõm as ttès cópias extras elevando as proteínas totats a 36. 

bun idades combinadas de 70S. Ambas as subunídades contêm 
proteínas ribossomais e, pelo menos, um rRNA {Tabela 27-7). 

As estruturas tridimensionais das subunídades ribossomais 
da E. coli foram deduzidas {embora não exatamente com a reso- 
lução molecular) a partir de uma combinação da difração de mios 
X, eletromícroscopia e outros métodos estruturais (Fig, 27-1 1 }, 
As duas subunídades de formas irregulares se encaixam forman- 
do uma fenda, através da qual pa&sa o mRNA à medida que o 
ribossomo se move ao longo do mRNA durante a tradução. 



Figura 27-1 1 - Ribossomos ia) Estrutura do ribossomo bacteríano na resolução quase-molecular. O modeio no topo mostra as localizações do mRNA 
{fio verde) e os tftNAs ligados (sombreados em verde). A subun idade maior está á esquerda, a sub unidade menor à direita. A imagem embaixo é o 
ribossomo completo-, com 15Á de resolução. As subunídades não são distinguidas, mas a orientação é semelhante àquela da imagem acima. A 
densidade correspondendo a um tRNA è mostrada em verde, (b.) As subunídades ribossomais são identificadas pelo valor do seu 5 (unidades Svedberg), 
coeficientes de sedimentação que se referem às velocidades de sedimentação em uma centrífuga. Os valores de S não são necessariamente aditivos 
quando as subumdades slo combinadas, porque as velocidades de sedimentação são afetadas peia forma, bem como pela massa. 
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Figura 27-12 -rRNAs bactéria nos 5ão mostrados modelos da estrutu- 
ra secundária dos rRNAs 16S e 5S da E. co/j'. O primeiro (extremidade 5 r ) 
e o último (extremidade 3') dos resíduos ribonudeotídeos do rRNA 16S 
estão numerados. 

A variedade de proteínas nos ribossomos é enorme, com 
pesos moleculares variando de cerca de 6.000 a 75.000. As estru- 
turas de muitas dessas proteínas são conhecida», e a estrutura 
do ribossomo inteiro está entrando em foco (Fig. 27- lia). As 
sequências dos rRNAs de muitos organismos foram determina- 
das. Cada um dos três rRNAs de fita simples da E. coii possui 
uma conformação tridimensional específica que apresenta ex- 
tensos pareamentos de bases íntraeadeias (Fíg. 27-12). 

Os rRNAs parecem servir como um arcabouço ao qual as pro- 
teínas ribossomais são ligadas. No final da década de 1960, Masaya- 
su Nomura e colaboradores demonstraram que ambas as subuni- 
dades ribossomais podiam ser quebradas nos seus componentes 
RNA e proteínas, e depois reconstituídas in vtfm Sob condições 
experimentais apropriadas, elas se montam espontaneamente, for- 
mando as subunidades 30S e 50S, quase idênticas, em estrutura e 
atividade, âs subunidades nativas. As 55 proteínas no ribossomo 
bacteriano funcionam ou como enzimas ou como componentes 
estruturais na síntese de proteínas, embora as funções detalhadas 
da maioria dessas proteínas estejam ainda para ser elucidadas. 

O» ribossomos das células cucanóticas (não os ribossomos 
das mitocôndrias e dosdoroplastos) são maiores e mais comple- 
xos que os ribossomos bacterianos (Fíg. 27-1 lb), com uni diâ- 


metro de cerca de 23nm e um coeficiente de sedimentação de cer- 
ca de 80$. Eles também possuem duas subunidades, que variam 
em tamanho entre as espécies, mas em média são de 60$ e 40S, No 
total, os ribossomos euearíótícos contêm mais de 80 proteínas 
diferentes. Os ribossomos das mitocôndrias e dos doroplastossâu 
um pouco menores e mais simples que os ribossomos bactería- 
nos. Entretanto, a estrutura e a função ribossomais são impressio- 
n antemente semelhantes em todos os organismos e organelas. 

Os tRNAs possuem características estruturais prúprias 

Para entender como os tRNAs podem funcionar como adaptado- 
res na tradução da linguagem dos ácidos nucléicos para a lingua- 
gem das proteínas, devemos primeiro examinar a sua estrutura 
mais detalhadamente. Os RNAs de transferência sáo relativamen- 
te pequenos e consistem em uma fita simples de RNA, enrolada 
em uma estrutura tridimensional precisa (veja Fíg. 10-2Sa). Os 
tRNAs nas bactérias e no citosol dos eucariotos possuem entre 
73 e 93 resíduos de nudeotideos, correspondendo a pesos molé- 
cula res entre 24.000 e 3 1 .000, As mitocôndrias e os ctoroplastos 
contêm tRNAs distintos, que são um pouco menores. As células 
possuem, pelo menos, uma espécie de tRNA para cada aminoá- 
ddoí um min imo de 32 tRNAs são requeridos para reconhecer 
todos os cõdons dos aminoáddos (alguns reconhecem mais de 
um eõdon), entretanto algumas células usam mais de 32. 

O tRNA da alanina (tRNA Ala ) da levedura, o primeiro ácido 
nudéico a ser completamente seqüendado (Fíg, 27-13), conti- 
nha 76 resíduos de nudeotideos, 10 dos quais possuíam bases 
modificadas. Comparações de muitos tRNAs de várias espécies 
revelaram muitos denominadores comuns na estrutura (Fig. 27- 
14), Oitn ou mais dos resíduos nudeotideos possuem bases e 
açúcares modificados, muitos dos quais são derivados media- 
dos das bases prindpais. A maioria dos tRNAs possui um resí- 
duo de guanÜato (pG) na extremidade 5 r , e todos possuem a 
sequência trinucleotídica CCA(3 J ) na extremidade 3\ Quando 
desenhados em duas dimensões, o padrão das pontes de hidro- 
gênio de todos os tRNAs forma uma estrutura de "folha de tre- 
vo” com quatro braços; os tRNAs maiores possuem um quintq 
ou extra, braço curto (Fig. 27-14), Em três dimensões, um tRNA 
possui a forma de um L torcido (Fig. 27-15). 

Pois dos braços de um tRNA são críticos para a função d* 
adaptador. O braço aminoácido pode transportar um aminoá- 
cido específico, esterificado peto seu grupo carboxila ao grupo 
hidroxíla 2' ou 3 r do resíduo de adenosina na extremidade V do 
tRNA, O braço anticõdon contém o auticõdon, Os outros bra- 
ços principais são o braço D, que contém o nucleotídeo não usual 
diidrouridina, e o braço TipC, que contém a ribotimidina (T), 
não usualmente presente nos RNAs*e a pseudo -uridi na (ijr),que 
possui uma ligação carbono-carbono não usual entre a basee a 
penlose (veja Fig. 26-26). Os braços D e TijrC contribuem com 
importantes interações para o enovelamento geral das molécu- 
las de tRNA, mas funções específicas para essas regiões ainda 
não foram determinadas. 


yasayasu Nomura 




Robert W. Holley 
(1922-1993) 
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os tRNAs 
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Figura 27-13- A wqüéncia nucleotídica do tRNA Ala da levedura. A 

estrutura, deduzida em 1965 por Robert W. Holleye seus colaboradores, 
ê mostrada na conformação em 11 foi ha de trevo" na qual o parea mento 
de bases intracadeias ê máximo, Os seguintes símbolos são usados para 
os nudeotídeos modificados: ip, p&eudo-uridma, I, inosina; T, nbotimidi- 
na; D, S.S-dridrouridina; m 1 !, 1-metilinosina; rr^G, l-metilguanosinaj m 3 G, 
A^-dimetlIguanosina. As bases modificadas estão sombreadas em verme- 
lho e a maioria está ilustrada na Figura 26-26. As linhas azuis entre as 
secçdes paralelas indicam pares de bases. O anticódon pode reconhecer 
três cddons para a alanina (GCA, GCU e GCC). Outras características da 
estrutura do tRNÀ sâo mostradas nas Figuras 27-14 e 27-1 5. Observe a 
presença do pareamervto de bases G=U, tanto no braço aminoácido 
(acima) quanto no braço D (á esquerda), sinalizado com pontos azuis 
para indicar um pareamento diferente daquele de Watson-Crick. Nos 
RNAs, a guanosma é frequentemente encontrada formando pares de bases 
com a urtdina, embora o par G=U não seja tão estável quanto o par 
G=C de Watson-Crick (Capitulo 10), 


Figura 27-14- Estrutura secundária geral em “folha de trevo" para 
todos os tRNAs. Os pontos grandes na estrutura representam resíduos 
de nudeotídeos e as linhas azuis representam os pareamentos de bases. 
Resíduos característicos e/ou invariantes, comuns a todos os tRNAs, es- 
tão sombreados em vermelho. Os RNAs de transferência variam em com- 
primento, de 73 a 93 nudeotídeos. Nudeotídeos extras ocorrem no bra- 
ço extra ou no braço D. Na extremidade do braço do anticddon está a 
alça do anticódon, que sempre contém sete nudeotídeos não-pareados. 
0 braço D contém dois ou tris resíduos D, dependendo do tRNA. Em 
alguns tRNAs, o braço D possui apenas três pontes de hidrogênio for- 
mando pares de bases. Além dos símbolos explicados na Figura 27-13: 
Pu, nudeotideo de purina; Py, nucleotldeo de pirimidina; G*, guanilato 
ou 2 f -0-metilguanilato. 



Figura 27-1 5 - Estrutura tridimensional do tRNA” 1 * de levedura deduzida a partir da análise de d íf ração dos raios X A forma assemelha-se 
a um L torcido, (a) Um diagrama esquemático, com os vários braços identificados na figura 27-14 sombreados em cores diferentes, (b) Um modelo 
espaço-cheio. O código das cores é o mesmo em ambas as representações. As três bases do anticódon sãq mostradas em vermelho e a sequência CC A 
na extremidade 3' (ponto de ligação para os aminoácidos) á mostrada em laranja. Os braços TyC e 0 estáo em azul e amarelo, respectiva mente. 




Tendo examinado as estruturas dos ribo&somos e tRNAs, considc- 
rarrmov, ago ra. os dela ibes da Cinco etapas da stmcsc de proteínas. 

Etapa 1: As aminoacil-tRNA smtetases ligam 
cm am i ncátidos corrêtos aos seuí tfiNAi 

Durante a primeira etapa da sEnteoe de proteína, que se renh/a 
na citosol, os 20 aminoácidos diferentes são esteri ficados aos 
seus correspondentes tRNAs pelas ammoadl-tftNA sínterases, 
Cada enzima è especifica para um aminoácido e um ou mais 
tRNAs correspondentes. A maioria dos organismos possui uma 
amínaacíl-tRNA únletase para cada aminoácido. Para aminoi 
eidos que possuem dois ou mais tRNAs correspondentes, a mes- 
ma enzima usual mm te amino atila todos eles, 

Aprradmadaroeme todas as aminoaal-iKNA smtetases da £ 
ru/r 6 iram isolada* c algumas cristalizadas, Eb* foram divtdklas 
em duas classes (Tabela 27— B), baseadas em distinções substanciais 
na estrutura primária e terciária c no mecanismo de reação (Pig. 
27- 16). As duas classes aparecem em todos os organismos e não 
há evidencia de um ancestral comum. As razões biológicas» quí- 
micas e evolucionárias para as duas classes de enzimas envolvidas 
em processos essencial mente idénlicos permanecem obscuras. A 
reação cata! isada por uma ammoacü -t RNA s t ntci ase fc 

MV* 

AmmoaciiJa + IRNA + ÀTP ■ — 

jntitm i 1 1HA KiktK 

jminaacLÍtHIMA + AMP + M* 

Tabela 27-8 - Duas classes ds amlnoacil-tRNA smtetases* 


Classe 1 

Classe II 


Arg 

Ãüâ 


Cys 

As/\ 


Õki 

Asp 


GHi 



ue 

FÉS 


Leu 

L r> 


Met 

Phe 


frp 

Pro 


Tyr 

Ser 


Vai 

Thr 



*Aqui. ürg represtnta a argiml-iRMA untrtase, e assim poi dunte. AdasSlfiti- 
ção apiica-se a lodos os organismos pita os quais as 1-RNA ynteia&es foram 
ariaHadas e esia baseada em dstincPes proietcas esOuiuran e no mecanismo 
esqueiiotirados na F^ura 27- 1 6 


Á reação de ativação ocorre em duas etapas no síüo ativo da 
enzima. Na primeira etapa, um intermediário Ligado á enzima, 
aminoacít-adenilato (ominoaciL AMP), forma-se quando o gru- 
po tirboxila do aminoácido reage com o grupo fosforil do ATP 
para formar uma ligação anidrfdica, com o deslocamento do 
pirofosfato. Na segunda etapa» o grupo aminoucila é. transferi- 
do do aminoacil - AM P ligado ã enzima para o seu [RNA especí- 
fico correspondente, O curso dessa segunda etapa depende da 
dás$e à qual a enzima pertence. A ligação este- resultante entre 
o aminoácido e o tRNA íFig, 27-17) possui uma energia Jjvre 
padrão de hidrólise al lamente negativa ( ÀtT n * -29k]/mol). O 
pirofosfato formado na reaçio de ativação sofre hidrólise a fos- 
fato pela pirofosfatasc inorgânica. Dessa forma, ditas ligações 
fosfato de alta energia são gastas para cada molécula de amino- 
éeido ativada, tomando a reação geral para ã ativação do amí- 
noácido essencialmente irreversível: 


Aminoáddo + iRNA + ATP - 


iminojci] - tRNÀ + AMP * 2P, 


ACT^i-^liJ/moi 



Figura 27-17 - Estrutura geral dos immudl-tflHAt 0 grupo am.i- 
noaola é estenfeado na posição 3‘ do rradoo adenriato lefmmal A liga- 
ção esTèç que tanto awa o ammGaoda como o liga ao tRNA, está som- 
breada em vermelho. 


Rflvislo peias amÍno*dl-tRNA slntetases, A amínoa cita- 
ção do tRNA realiza í I ) a ativação do aminoácido para a forma- 
ção da ligação peptidica e ( 2) a ligação do aminoácido a um tRNA 
ada pia dor, que garanle sua colocação apropriada dentro de um 
poliprpiideo em crcscimentoi A identidade do aminoácido liga- 
do a um tRNA não é conferida no ribossomo, de forma que a 
ligação do aminoácido coneto ao tRNA é essencial para a fideli- 
dade da síntese de proteínas. 

A especificidade ermmálica l Limitada pda energia de liga- 
ção disponível nos interações enzima -substrato ( Capitulo 8). A 
discriminação entre dois substratos de aminoácidos semelhan- 
tes foi estudada em delalhe no caso da lk'-tRNA llf sintetase» que 
distingue entre a vai i n a e a isoleucina, diferindo por apenas um 
grupo melileno [ — -d.H 3 ). À Ile-tRNA lUr sintetase favorece a ati- 
vação da isoleucina I para formar lie- AMP) por um fator de 200 
— como esperada» considerando a quantidade que um grupo 
metílenn aumentaria m ligação da isoleucina sobre a valino. Ain- 
da assim, a nlina è incorporada erroneamente em proteínas, cm 
posições normalmente ocupados pela isoleucina, em uma fre- 
quência ác apenas cerca de 1 em 3*000. Esse aumento na acura- 
da de mais de dez vezes é trazido por uma função de revisão da 
Ile-tRNA sintetase* também presente em algumas outras ami- 
jioacíi-lRN A síntetases. Lembre-se de que um princípio geral na 
discussão sobre a revisào pela DNA polimera.se ípág» 737): se as 
interações de ligação disponíveis não permitirem uma discrimi- 
nação suficiente entre dois substratos, a especificidade necessá- 
ria pode ser alcançada pela ligação específica do substrato em 
dmi> tlapas sucessivas, O efeito de forçar o sistema através de 
dois "filtros" sucessivos é multiplicador, No caso da Ile-tRNA 
sintetase. o primeiro filtro é a ligação inicial do aminoácido ã 
enzima e a sua ativação em aminoacil- AMP. O segundo filtro é a 
ligação do aminoacil-tRNA incorreto a um sítio ativo separado 
da enzima. O grupo R da valina é levemente menor que o da 
isoleucina; o Val-AMP cncaixá-sc no sitio hidrolitico (de revi- 
são) da Ile-tRNA smletase, mas o I te- AMP não. Dessa fôrma» o 
Val-AMP é hidroltsado em valina t AMP no £ítio adrio de revi- 
são, e o tRNÀ Hgadio á sintetose não se toma uninoacüado ao 
aminoácido errado. 
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Alem da revisto, depois da formação do aminoadl-AMP 
intermediário. a maioria das âminaaril-tRN A síntetase sto, tam- 
bém. capaz rs de hidroÜsar a Libação éster entre os aminoáddos c 
os [RNAs nos ajniiKudl-tRNAs. Es» hidrólise é muito acelera- 
da para os tRNAs mcor retamente carregados, fornecendo, ain- 
da. um terteirp fdtro para aumentar a fidelidade do processo 
total. As poucas aminoacil-tRNA smtetases que ativam anuno- 
ácfdwscm semelhança estruturai apresentam pouca ou nenhu- 
ma atividade de revisão; nesses casos, o sitio ativo para a amirto- 
acilaçãc pode discriminar adequadaincmr o substrato apropri- 
ado dos aminoácidos incorretos, 

A frequência total dc erro da síntese de proteínas ( - 1 erro 
por 10* aminoácidos incorporados) não é tão baixa como para a 
replicaçlo do DNA, Falhas em uma proteína são eliminadas 
quando a proteína é degradada e não são passadas para futuras 
gerações, de forma que elas possuem um significado biológico 
menor, O grau de fidelidade na síntese de proteínas é suficiente 
para garantir que muitas proteínas nao contenham erro e que a 
grande quantidade de energia requerida para sintetizar uma pro- 
teína seja raramente desperdiçada. 

A interação entre uma amlnoacíi-tRNA sintetaae e um 
tRNA: um "segundo código genético" Uma aminuacil* 
tRNA síntetase individual deve ser específica não apenas para 
um único amirtoáddo, mas também para um determinado 
tRNA, Discriminar entre dúzias de tRNAs é tão importante para 
a fidelidade geral da biossíniese de proteínas como é distinguir 
entre aminoiodov A intenção entre as ammoaciJ-íRNA sinie- 
lases e os tRNAs tem sido referida como o "'segundo código ge- 
nético''. para refletir seu papel critico na manutenção da prrci- 
lio da síntese das proteínas. As regras de “codificação” sto apa- 
rentemente mais complexas do que aquelas do primeiro "código" 
A Figura 27-18 resume o que é conhecido sobre os nuclroti- 
deos envolvidos no reconhecimento por algumas ou por todas as 
ammoaàl-tRNA síntetase^. Alguns nudeottdeos são conservados 
em todos os tRNAs e, portanto, não podem ser usados para a dis- 
criminação, As posições rtudeoiídieas envolvidas na discrimina- 
çto pelas aminoacil-tRNA sintetases têm sido identificadas ao 
observar -se que mudanças, naqueles nudeotídeos, alteram a «* 
pedfiddade do subsi rato da enzima. Essas interações parecem estar 
concentradas no braço do aminoácido c no braço do anticòdon, 
incluindo os nucleoildeos do próprio anti códon, mas também 
estão localizadas em outras parles da molécula, A determina çto 
das estruturas cristalinas das aminoacil-tRNA sintetases, com- 
plexadas com os seus tRNAs e ATP, contribuiu muito para o 
nosso entendimento dessas interações (Fig. 27-19). 

Dez ou mais nudeotídeos específicos podem estar envolvi- 
dos no reconhecimento de um tRNA pela sua aminoacil-tRNA 
síntetase específica. Ao contrário, ao longo de uma série de or- 
ganismos, das bactérias ao homem, o determinante primário 
para o reconhecimento do tRNA pela Ala-tRNA sintetasc é um 
único par de bases, G=U, no braço do aminoácido do tRNA* 1 * 
(Fig, 27-2Ga), Um RNÀ curto, com apenas sete pares de bases 
arranjadas em uma mini-hélice de um grampo simples, é cfideti- 


y 



Figura 2,7-10 - Posições conhecfdat n« tRNAs, reconhecidas palas 
aminoacil-tRNA síntetase* As posições em azul são as mesmas em todas 
os tRNAs e r portanto, não podem ser usadas para disemTiirw uns dos outras. 
Outras posições são pontos de reconhecimento conhecidos para uma (laran- 
ja) ou mais (verde) tRNA síntetase, Características estruturais, que não a se- 
quência, são importantes para o reconheeinflenta por algumas das sintetass 

temente aminoacUado pela Ala-tRNA síntetase, desde que o RNÀ 
contenha esse G=U crítico (Fig 27-20b). Esse sistema relativa- 
mente simples da alanina pode ser um resto evolucionário dc 
um período no qual oligonucleotídeos de RN A. ancestrais do 
tRNA, eram amlnoac ilado* em um sistema primitivo de síntese 
de proiema®. 

Etapa 2: Um aminoácido específico 
inicia a síntese de proteínas 

A síntese de proteínas começa na cxtrcmiciade amínorermínol e 
prossegue ptria adição, passo a passo, dos aminoãridos, até a ex- 
tremidade carboriterminal do pohpeptídeo, como foi determina- 
do por Floward Dintzis, em 1961 1 Fig 27*2 1 ). O códon de inicia- 
ção AUG, dessa forma, especifica um residuo metioitína ãminú- 
ttrmmaL Embora a metiomna possua apenas um códon, (5' ) AUG, 
todos os organismos possuem dois tRNAs para a rneifonina. Um 
é usado exdusrvomente quando (5’ )AUG é o codon de tntáoção 
para a smiese de proteínas. O segundo é usado para codificar me- 
tionina em uma posição interna em um puiipeptídeo. 

A distinção entre um (5')AUC iniciante e um iniemoé da- 
ra. Em bactérias, os dois tipos separados de iRNÀ especificai 
para a metionina são designados como tRNA^ e tRNA***, G 
resíduo de aminoácido, incorporado em resposta ao códon de 
iniciação (5 r )AUG, é o N-formilmclionina (fMet). Ele chega ao 
ribossomo como N-formílmelionil-lRNA 1 ^ (fMet-tRNÀ 6 * 1 ), 
o qual é formado em duas reações sucessivas. Primeiro, a metio- 
nina é ligada ao tRNA ,Me1 pela Met-tRNA síntetase (que na E, 
coU aminoadla tanto o tRNA 1 ™" quanto o tRNA 1 **); 

Metionina + rRNA^' 1 + ATP — » Met-tRNA^" + AMP + PPj 

Em seguida, a transformilase transfere um grupo formüãdo N- 
formiltetraidrofoLato ao grupo a mi no do resíduo de Met: 

êiP^-Forimlletraidrofolalci + Met-lRNA lw * t i 

Eetriidraíoldta - fMet-tRNA 11 ** 
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Figura 27-19 - AminoaciltRNA síntetases Ambas as smtetases são complexadas com seus tRNAs de origem (estruturas em varetas vendes), O ATP 
ligado (em vermelho) aponta o sítio ativo, próximo à extremidade do braço aminoacila (a) Essa Gln-iRNÀ sintetase da E, coiiê uma sintetase mono- 
mérica, característica do tipo I. (b) A Asp-tRNA sintetase da levedura é uma sintetase dimèrica, característica do tipo II. 



Figura 27-20 - (a) Os eiementos estruturais do tRNA Ata reconhecidos 
pela Ala-tRNA sintetase são incomumente simples. Um par de base G=U 
(em vermelho), sozinho, é o único elemento necessário para a ligação 
especifica e a aminoacilação. (b) Uma mini-hélice de um RNA sintético 
curto, que tenha o par de base crítico G=U, mas não possua o restante 
da estrutura do tRMÀ, é especifica mente aminoacilada com alanina, qua- 
se tão eficientemente quanto o tRNA Ad completo. 


Direção do crescimento da cadeia 


A m i nul er m i na! Ca rboxiterm inal 



NÚmem dr> resíduo 


Figura 27-21 - Prova de que as cadeias polipeptídkas crescem 
até a extremidade carboxila pela adição de novos resíduos de 
amínoácidos — o experimento de Díntzis Reticulôcitos (eritrdd- 
tos imaturos) que sintetizam ativamente hemoglobina foram incuba- 
dos com leucina radioativa (selecionada porque ela ocorre frequente- 
mente ao longo das cadeias en e (d das globinas). Amostras de cadeias 
a completas foram isoladas dos reticulúcitos em vários tempos após a 
adição da leucina radioativa, e a distribuição da radioatividade foi de- 
terminada As zonas em vermelho-escuro mostram as porções das ca- 
deias de a-globinas completas que contém resíduos de leucina radio- 
ativos. Aos 4 minutos, apenas alguns poucos resíduos na extremidade 
carboxiia de umá a-gtobina foram marcados, porque apenas as cadei- 
as de globina completai que continham marcação após 4 minutos eram 
aquelas que estavam próximas do final da síntese no instante em que 
o isótopo foi adicionado, Com tempos de incubação maiores, seg- 
mentos sucessiva mente mais extensos da cadeia polipepddica conti- 
nham resíduos marcados, sempre mais distantes da extremidade car- 
boxiterminal da cadeta. A extremidade não marcada do poJipeptídeo 
(ammoterminâb foi, dessa forma, definida como a extremidade inicia- 
dora; a cadeia pohpeptidiea cresce por adiç&es sucessivas dos ammoá- 
eidos até a extremidade carboxiia. 
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A transformilase è mais seletiva que a Met-tRNA sintetase; cia é 
específica para resíduos de Met ligados ao tRNA 0 ^ 1 , presumi- 
velmente reconhecendo alguma característica estrutural única 
daquele tRNA. Pelo contrário, a Met-tRNA* 1 * 1 insere a metíoni- 
na nas posições internas nos polipeptídeos, 

A adição do grupo N-formíl ao grupo amino da metionina 
pela transfòrmilase impede fMet de entrar em posições internas 
em um polipeptídeo, enquanto ainda permite que o fMet- 
tRNA 0 ** seja ligado a um sítio de iniciação específico no ribos- 
somo, que não aceita nem Met-tRNÀ LVÍfl nem qualquer outro 
aminoacil-tRHA, 

Nas células eucarióticas, todos os polipeptídeos sintetiza- 
dos pelos ribossomos citosólicos começam com um resíduo de 
Met (em vez de fMet), mas, novamente, um tRNA de iniciação 
especializado é usado para distingui- lo do tRNA* 1 * 1 usado nos 
códons (5 r )AUG nas posições internas no mRNA, Polipeptíde- 
os sintetizados pelos ribossomos nas mítocàndrias e nos cloro- 
plastos, entretanto, começam com N-formil metionina, Issoapúia 
for temente o ponto de vista de que as mitocòndrias e os cloro- 
plastos se originam de ancestrais bacterianos que foram simbio- 
ticamente incorporados aos precursores das células eucarióti- 
cas, em um estágio inicial da evolução (veja Fig, 2-15), 

H CQQ- 

H-C-N-C-H 

II I 

ü ch 2 

^ H i 

S 

I 

CHj 

N- Formilmetionina 

De que forma um único códon (5') AUG pode identificar tan- 
to a N - formilmetionina (ou metionina, nos eucariotos) quanto 
aqueles resíduos de Met que ocorrem nas posições interiores dos 
polipeptídeos? A resposta torna-se clara na discussão seguinte. 

As três etapas da iniciação. A iniciação da síntese polipep- 
tídica nas bactérias requer (1) a subunidade ribossòmica 305, 
(2) o mRNA que codifica o polipeptídeo a ser sintetizado* (3) o 
fMet-tRNA 0 ** de iniciação, (4) um conjunto de três proteínas, 
chamado de fatores de iniciação (IF-1* IF-2 e IF-3), (5) GTP, (6) 
a subunidade ribossòmica 505, e (7) Mg 2 *, A formação do com- 
plexo de iniciação realiza- se em três etapas (Fig. 27-22). 

Na etapa (T), a subunidade ribossòmica 30S liga-se a dois 
fatores de iniciação, IF-1 e IF-3. 0 IF-3 previne que as subuni- 
dades 3Q$ e 50í> se combinem prematuramente. O mRNA liga- 
se* então, à subunidade 305. O (50 AUG de iniciação é guiado 
para sua posição correta, pela sequência Shine-Dalgarno no 
mRNA. Essa seqtiência consenso é um sinal de iniciação de qua- 
tro a nove resíduos purínicos, oito a 1 3 pares de bases no lado 5' 
do códon de iniciação (Fig. 27-23a). Ela pareia com uma sequên- 
cia complementar, rica em pirimidinas, próximo à extremidade 
3' do 16S rRNA da subunidade ribossòmica 30 S (Fig. 27-2 3b). 
Essa interação irtRNA-rRNA posiciona a sequência iniciadora 
(5 r )ÀUG do mRNA na posição precisa da subunidade 305, onde 
ela é requerida para a iniciação da tradução. O (5')AUG especí- 
fico, em que se ligara o fMet-tRNA clvk \ é, portanto, distinguido 
de outros códons de metionina, por sua proximidade com a se- 
qüência Shine-Palgarno no mRNA. 

Os ribossomos baclerianos possuem três sítios que ligam ami- 
noadl-tRNAs, o sítio A ou amínoactla, o sítio F ou peptidil, e o 
sítio E ou de saída ("exíO- Ambas as sub unidades 305 e 505 con- 



Figurp 27-72 - Formação do complexo de iniciação. 0 complexo se 
forma em três etapas (descritas no texto), ás expensas da hidrólise do 
GTP em GDP e P. iF-1, íF-2 e IF-3 são fatores de iniciação. P designa d 
sitio peptidil. A, o sitio aminoacila, g E, o sitio de salda ("exit' r )- Aqui, o 
anticódon do tRNA ó orientado na direção 3 J para 5'. da esquerda para a 
direita, como na Figura 27-8 r mas em oposição à orientação nas Figuras 
27- 1 S e 27-10. 
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Figura 27-23 - 5*qúft nctes na mRNA, que funcionam como finai* para a irutiaçlo da síntese d* protunrs na* bactérias (a) O alinhamento 
do AUG de ímdaçfc) {sombreado em verde) na sua coneta iixaUíacâo na subun idade 3ÜS depende, em parte, das sequência* Shme^Dalgamo ^sombreadas 
em vermelho) a montante Porções de transemos de mffNA de cinco genes procariútacos são mostradas fb) As sequências Shine-Dalgarno pareiam 
com uma seqüênciô próxima da extremidade 3' do rRNA 16S. 


tribuem para as características dos sítios A e P, enquanto o sitio E é 
largamenrc confinado & subunidade 505. O (5'}AUG iniciador é 
posicionado no sítio P, que é o único sítio ao qual o fMet*tRNA Wrt 
pode se ligar (Fig, 27-22), O fMet-tRNA™* 1 ê o único amínoacií- 
tRNA que se liga primeiro ao sítio Pi durante as etapas de alonga- 
mento subuqUentcs, todos o* outros aminoacil-lRNA que che- 
gam ( incluindo o Met-lRNA***, que se liga aos AUG interiores) se 
ligam primeiro ao sitio A e apenas subsequentemente aos sítios P e 
E O sítio E éo Sitio dta qual os tRNA ^descarregadtís"saem duran- 
te o alongamento, O fator de iniciação 1F- 1 se liga ao sitio A c im- 
pede a ligação do tRNA nesse sino durante a iniciação, 

Na etapa (2) do processo de iniciação ! Fig. 27-22), o com- 
plexo que consiste da subunklade 305, IF-3 e mRNA é umdo 
tanto pdo 1F-2 ligado ao GTP como pelo ftteKBNá* 4 " de ini- 
ciação. O uilicòdon desse tRNA pareiau agora correiamenic, com 
o códon de miciaçio do mRNA. 

Na etapa (?}■ esse grande complexo sc combina com a subu- 
mdade nbnssòmica 505: simultaneamente, a molécula do GTP, 
ligada ao IF-2, c hidroi Lsada a GDP e P p1 que são liberados do 
complexo. Todos os três fatores de iniciação se separam tk> ri- 
bossomo nesse ponto, 

A finalização das etapas na Figura 27-22 produz um ribosso- 
mo funcional 7Q5 h chamado de com plexo de iniciação, que con- 
tém o mRNA c o fWet-iRNÀ fttó de iniciação. A ligação correta 
do fMet-iRNA” 4 * 1 ao sítio P no complexo completo de iniciação 
705 é garantida por, pelo menos, três pontos de reconhecimento 
e ligação: a interação códon-ami códon, que envolve o AUG de 
iniciação fixado no sítio P; a interação entre a seqüéncia Shinc- 
Dalgamo no m RN A e o rRNA 1 65; e as interações de Itgaçáu en- 
tre o sítio ribassòmico P e o fMet-tRNA* 5 * 1 , 0 complexo de inicia- 
ção está, agora, pronto para as etapas de alongamento. 

Iniciação nas células eucarlòticas. A tradução eucariótica é 
geral mente semelhante á tradução nas células bactéria tias. com a 
maioria das diferenças significativas aparecendo no mecanismo 
de iniciação. Os mRNA eucariátlcos são ligados ao ribossomo 
como um complexo com várias proteínas de Ligação especificas. 
Acredita-se que algumas deia$ mantenham juntas as extremida- 


des 5 r e 3' da mensagem, Na extremidade 3', o mRNA è ligado por 
uma proteína chamada de proteína de ligação ao poli(A) (PAB — 
■ polyM) ífindingprotdn ').As células eucariáticãs possuem, pelo 
menos, nove fatores de Iniciação. Um complexo chamado deeIF4F, 
que inclui as proteínas eIF4E, dF4G e dF4A, Liga-se ao capacete 
5'. por meio do dF4E. A proteína cIF4G liga-se tanto ao eIF4E 
quanto ao PAB, mantendo-os efetivamente juntos (Fig. 27-24), A 
proteína elF4A possui uma atividade RN A helicase, Ê o complexo 
elF4F que se associa com um outro fatot* elF3 „ t cum a subunida* 
de ribos&òrtiica 405, A eficiência da tradução é afetada por muitas 
propriedades do mRNA e proteirus nesse complexo, incluindo a 
extensão da cauda Y polií Al (na maior ta dos casos, mais longa é 
melhor). Os arranjos extremidade -extremidade facilitam a regu- 
lação tradurional da expressão gêmea pelos mecanismos que con- 
sideraremos no próximo capitulo. 



Gene Região 3' nio -traduzida 

Figura 27-24 - Complexas de proteína* na formação de um com- 
plexo de iniciação eucariótico As extremidades 3' e 5' do mflNA eu- 

cariútico são ligadas por um complexo de proteínas, que mclui vários 
fatores de iniciação e a proteína de ligação polifA) (Pa B i Os fatores elF4E 
e elF4ü são parte de um complexo maior, chamado de el£4F Esse com- 
plexo liga-se a sub unidade rrbossfimica 4ÜS 


Tabela 27-9- Fatores proteicos requeridos para a iniciação da tradução em células bacterianas e eucariotiças 



Fator Função 


I F- 1 Impede a li gaçâo prematu ra de tR N As ao sítio A 

IF-2 Facilita a ligarão do fMet-tRNA fMHt à subunidade ribossómica 305 

I F-3 Liga-se á subunidade 305; impede a associação prematura da subunidade 50S; aumenta a especificidade do sítio P para o fMeMRNAf^* 1 

Eucáriática ___ 

Fator* Função 

elF2 Facilita a ligação do MeHRNA 1 * 1 de imciaçâo ã subunidade ribossómka 405 

elF2B, elF3 Primeiros fatores a se Jigarem ò subunidade 40S, facilitam as etapas subsequentes 

elF4A A atividade RN A belicase remove a estrutura secundária do RNÁ no mRlMA para permitir a ligação á subunidade 405; parte do 

complexo e IF4F 

elF4B Liga-se ao mRNA; facilita o rastreamento do mRNA para localizar d primeiro AUG 

eíF4E Liga-se ao capacete 5 r do mRNA; parte do complexo elF4F 

elF4G Liga-se ao elF4E e ã proteína de ligação poli{A) (PAB); parte do complexo elF4F 

el F5 Promove a di ssoci ação de vários outros fatores de <n iciaçáo da su bun idade 40 S como prelimi na r á associação da su b un idade 605 r 

para formar o complexo de iniciação ROS 

elFfi Facilita a dissociação do ribossomo BQ5 inativo nas subumdades 4D5 e 605 

*0 prefixo V identifica os fatores eucarísticos. 


O [5 r )AUG de iniciação está localizado dentro do mRNA, 
não por sua proximidade a uma sequência semelhante à Shine- 
Dalgarno, mas por uni rastreamento do mRNA, a partir da ex- 
tremidade 5 r e até que o primeiro AUG seja encontrado, sinali- 
zando o início da janela de leitura. O complexo eIF4F está pro- 
vavelmente envolvido no processo de rastreamento, talvez usando 
a atividade RNA helícase do eIF4A para eliminar a estrutura se- 
cundária na porção 5 J nao traduzida do mRNA. O rastreamento 
ê facilitado por uma outra proteína, a cIF4B. 

Os papéis dos vários fatores de iniciação bactéria nos e euca- 
r táticos, em todo o processo, estio resumidos na Tabela 27-9. 0 
mecanismo pelo qual essas proteínas agem continua sendo uma 
área importante de investigação. 

Etapa 3: As ligações peptídicas são 
formadas na etapa de alongamento 

A terceira etapa da síntese de proteínas è o alongamento. Nova- 
mente, o nosso foco inicial é dirigido às células bacterianas. O alon- 
gamento requer ( 1 ) o complexo de iniciação descrito anteriormente, 
(2) aminoacil-tRNAs, (3) um conjunto de três proteínas citosóli- 
cas solúveis, chamadas de fatores de alongamento ( EF-Tu, EF-Ts e 
EF-G nas bactérias), e (4) GTP, As três etapas são necessárias para 
adicionar cada resíduo de aminoáddo, e elas sáo repetidas tantas 
vezes quantos forem os resíduos a serem adicionados. 

Etapa 1 do alongamento: Ligação de um amlnoacil- 
tRNA que chega, Na primeira etapa do ciclo de alongamento 
( Fig. 27- 25) , o a mino acü-tRNA apropria do que chega é, prí m ei - 
ramente, ligado a um complexo do GTP ligado ao EF-Tu, O com- 
plexo resultante aniinoacil-tRNA-EF-Tu'GTP liga-se ao sítio A 
do complexo de iniciação 70S. O GTP ú hidrolisado e um com- 
plexo EF-Tu*GDP é liberado do ribossomo 70S. O complexo EF- 
Tu'GTP é regenerado em um processo que envolve EF-Ts e GTP. 


Figura 27-25 - Primeira etapa no alongamento (bactérias): a 
ligação do segundo aminoacM-tRNA o segundo aminoacil-tRWA 
entra no sítio A do ribossomo ligado ao FF-Tu (mostrado aqui corno 
Tu), que também contém GTP. A ligação do segundo aminoacil- 
tRNA ao sítio A no ribossomo ê acompanhada pela hidrólise do 
GTP em GDP e P,e peia liberação do complexo EF-Tu*GDP do ribos- 
somo. O GDP ligado é liberado quando o complexo EF-Tu* GDP liga- 
se ao EF-Ts, e o EF-Ts é subsequentemente íiberado quando uma 
outra molécula de GTP torna-se ligada ao EF-Tu. Isso recicla o EF-Tu 
e torna-o disponível para repetir o ciclo. 
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Etapa 2 do alongamento: Formação da ligação peptfdi* 

ca. Uma ligação peptídica é agora formada entre os dois aminoá- 
cidos que ainda estão ligados por seus tRNAs aos sítios A e P no 
ríbossomo. Isso ocorre pela transferência do grupo JV-formilme- 
tionil do seu tRNA de iniciação ao grupo amino do segundo ami- 
noácido, agora no sítio A { Kig, 27-26). Q grupo u-amino do ami- 
noácido no sítio A age como um nudeofllico, deslocando o tRNA 
do sítio P para formar a ligação peptídica, Essa reação produz um 
dipeptidil-tRNA no sítio A, e o agora tRNA^ 1 “descarregado” (de- 
adlado) permanece ligado ao sítio P. Os tRNAs, então* deslocam- 
se para um estado de ligação híbrida, com elementos de cada um 
atravessando dois sítios diferentes no Hbossomo, como mostra- 
do na Figura 27-26, 


A atividade enzimática que catalisa a formação da ligação 
peptídica tem sido historicamente chamada de peptidU trnnsfe- 
rase e era largamente assumida como intrínseca a uma ou mais 
proteínas da subunidade ribossòmica maior. Essa reação pode, 
de fato, ser catalisada pdo rRNA 23S, possivelmente adicionan- 
do-a ao conhecido repertório catalítico das ribozimas. 

Etapa 3 do alongamento: Translocação. Na etapa final do 
ciclo de alongamento, a translocaçâo, 0 ribossomo move um có- 
don em direção ã extremidade 3 r do mRNA (Fig. 27-27), Esse 
movimento desloca o anticódon do dipeptidil-tRNA, que ainda 
está ligado ao segundo oódon do mRNA, do sítio A para o sítio P, 
e desloca o tRNA deadlado do sitio P para o sítio E, O tRNA é 




fMet-lRNA [íl1ft 

Ammoacil-tftNAj 


r-OTimçjn l I ;h 
ligaçlíi peptídica 


mRNA 5' 


tRNA Mrt 

dcacilado 


Dipeptidil- 
tRNA; 


Figura 27-26- Segunda etapa no alongamento (bactérias): forma- 
ção da primeira ligação peptídica. A ppptidil transferase que catalisa 
essa reação è, provavelmente, a ribozmna rRNA 23S O grupo W-formib 
metionil è transferido para o grupo amino do segundo amlnoadl-lRMÂ 
no sftio A, formando o dipeptidil-tRNA. Nessa etapa, ambos os tftNAs 
ligados ao ríbossomo deslocam-se de posição na subunidade 5QS para 
adotar um estado de ligação híbrido. O tRNA descarregado se desloca de 
furma que suas extremidades 3' e 5' estejam no sitio E. Se melhaní emen- 
te, as extremidades 3 T e 5' do peptidil-tRNAse destacam para o sítio P. Os 
anticódons permanecem nos sítios A e R 




Sítio A 


rRNA 1 ” 61 

deacilado 


Sítio E 


Dipeptidil- 
tRNA! 


Trarídocaçâo 


GTP 


Sitio A 


Áminoacil- 

tRNAi 


Pireçto da movimentado 
do nboiPomo 


Figura 27-27 - Terceira etapa no alongamento (bactérias): translo- 
cação 0 ribossomo move um códon na direção da extremidade 3' do 
mRNA, usando a energia fornecida pela hidrólise do GTP ligado ao EF-G 
(transi ocase). O dipeptidil-tRNA esta, agora, inteiramente no sítio P, dei- 
xando o sítio A aberto para o aminoaol-tRNA que chega (terceiro). O 
tRNA descarregado se dissocia do sítio E, e o ciclo de alongamento come- 
ça novamente. 
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entào liberado da sítio E para o citosoL O terceiro códon do 
mRNA agora está no sitio Aeo segundo códon nó sítio R O 
movimento do ribossomo ao longo do mRNA requer EF*G ítam- 
bem chamada de transíocase) c a energia fornecida peta hidrólise 
de uma outra molécula do GTR Uma mudança na conformação 
tridimensional do ribossomo inteiro capacita a sua movimenta- 
ção ao longo do mRNA. A esc rutura do EF-G mimetiza a estrutu- 
ra do complexo EF-1WtRNA ( veja pãg, 805), sugerindo que o EF- 
G pode se ligar 40 tilfo A e deslocar o peptidd-lRNA, 

O ribossomo, com os seus dipeptidil-tRNA e mRNA liga- 
dos, está pronto agora para o próximo rido de alongamento t 
para a ligação de um terceiro resíduo de amiuoáddo. Esse pro- 
cesso ocorre ptecisámente do mesmo modo como foi a adição 
do segundo resíduo (como mostrado nas Fígs. 27-25, 27-26 e 
27-27). Para cada resíduo de armnoácido adicionado ao poli- 
peptideo em crescimento, dbis GTPs são tudroUsados em GDP 
e P, t e o ribossomo move-se de códon em códon ao longo do 
mRNA, na direção da extremidade 3 r . 

A cadeia polipeptldka permanece Ligada ao tRNA do mais re- 
cente amínoáckki a ser inserida Essa associação mantém a conce- 
ção funcional entre a informação no mRNA e o seu produto poli- 
peptideo decodificado. Ao mesmo tempo, a ligação éster entre esse 
IRNA e o terminal earbosula do polipeptídeo crescente ativa o gru- 
po carboxi terminal para o ataque nudeofilico pelo aminoáddo que 
chega, para formar uma nova ligação peptidica (Fig, 27-26). À me- 
dida que a ligação éster entre o polipeptídeo e o tRNA é quebrada 
durante a formação da ligação peptidica, a ligação entre o polipep- 
tídeo e a informação no mRNA persiste, porque cada novo ami- 
noácido adicionado está ligado, ele próprio, ao seu tRNA, 

Nos eucar lotos, o ciclo de alongamento é bem semelhante 
ao dos procarioms. Três fatores de alongamento eucarióticos 
íeEFla, eEFiPy, e eEF2) possuem funções análogas àquelas dos 
fatores de alongamento bacterianos EF-Tu. EF-Ts e EF-ü» tw- 
pect ivamente Os ribossomos eucarióticos não possuem um si- 
tio E. tRNAs descarregados são expelidos diretamente do sítio F, 


A revisão no Hixnsomo A atividade GTPase do E F-Tu. Ju 
rante a primeira etapa do alongamento nas células bactéria na* 
(Fig. 27-25), cria uma contribuição importante para a velocida- 
de e a fidelidade do processo biossintetizante total. Ambos o$ 
complexos £F-Tu*GTP c EF-TuKjDP existem por uns poucos 
milissegundos, antes que se dissociem. Esses dois intervalos for- 
necem oportunidade» para que as interações códon -anticódon 
sejam revistas. ÀminoaciL-iRNAs incorretos normalmenic se dis- 
sociam do sítio A durante um desses períodos. Se o análogo do 
GTR o GTPyS* for usado no lugar do GTR a hidrólise é diminu- 
ída, melhorando a fidelidade (aumentando os intervalos de re- 
visão), mas reduzindo a velocidade <fo síntese de proteína*. 
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O processo da síntese de proteínas (incluindo as cnractcrlstí - 
cas do pareamento códon-anticódon já descritas ) foi claramente 
otimizado através da evolução para balancear os requerimentos, 
tanto da velocidade quanto da fidelidade, A melhoria da fidelida- 
de podería diminuira velocidade, enquanto o aumento na velo- 
cidade podería comprometer a fidelidade. Observe que o meca- 
nismo de revisão no ribossomo estabelece apenas que o parea- 


mento códon -anticódon apropriado se realizou, A identidade dos 
aminoáddos ligados aos tRNAs não é verificada nos ribossomo» 
5e um tRNA for ammoacilado como aminoáddo errado (como 
pode ser feito experimental mente), esse aminoáddo incorreto é 
efidentemente incorporado em uma proteína, cm resposta a qual- 
quer códon que sqa normal mente reconhecido pdo tRNA 

Etapa 4: A terminação da fintes* poli peptidica 
requer um sinal especial 

O alongamento continua até que o ribossomo adicione o últi- 
mo imLnoáddo codificado pelo mRNA A terminação, a quarta 
etapa da síntese de proteína», é sinalizada pela presença de um 
dos trés códons de terminação no mRNA ( UAA, UAG, UGA), que 
se segue unediatameTite ao último de amtnoácido codoficado. Mu- 
tações em um anticódon tRNA que permitam que um aminoad- 
do seja inserido em um códon de terminação geralmente são de- 
letérias para a célula t Adendo 27-3). 

Nas bactérias, assim que um códon de lerm inação ocupa o 
síllo ribossòmtco A* trés fatores de liberação ou terminação, as 
proteínas RF h RF e RF, contribuem para ( I ) a hidrólise da liga- 
ção peptidil-tRNA terminal, 12) a liberação do polipeptídeo li- 
vre e do último tRNA, agora descarregado, do sítio R e (3) a 
dissociação do ribossomo 70S nas suas subun idades 305 e 505, 
prontas para começar um novo ciclo de síntese polipeptídica (Fig. 
27-28). O RF] reconhece os códons de terminação UAG e UAA, 
eo RF 2 reconhece UGA e UAA, Ou o RFi ou o RF> (dependendo 
de que códon esteja presente) liga-se ao códon de terminação e 
induz a peptidiltransferase a transferir a cadeia peptidica cres- 
cente para uma molécula de água cm vez de para um outro ami- 
noácido. Acredita-se que esses fatores de liberação possuam do- 
mínios que mimetizam a estrutura do tRNA, como mostrado 
para o fator de alongamento ED-G, na pig. 805, A função espe- 
cifica do RFj não foi firmemente estabelecida, embora se acredi- 
te que ele libere a subun idade ribossómica, Nos cucariotos, um 
único íaior de liberação, chamado de «RR reconhece lodos o» 
trés códons de terminação, 

O custo energético da fidelidade na síntese de proteí- 
nas Sintetizar uma proteína de acordo com a informação espe- 
cificada em seu mRNA requer energia. A formação de cada ami- 
noadl-tRNA usa dois grupos fosfato de iltf energia. O ATP è 
consumido cada vez que um armnoácido ativado incorretamente 
for hidrolbado pela atividade de deadlação de uma aminoaril- 
tRNA sintetase (pág. H 19). O GTP é clivado em GDP e P, duran- 
te a primeira etapa de alongamento c durante a etapa de translo- 
cação. Mais de quatro ligações de alu energia são requeridas para 
a formação de cada ligação peptkbca de um polipep t ideo. 

Isso representa um "empurrão" termodinâmico excessiva- 
mcnie grande na direção da síntese; pelo menos 4 * 3Q K 5k]/md 
- J 22kJ/mol de energia na ligação fosfudiéster é requerida para 
gerar uma ligação peptidica, que possui uma energia livre pa- 
drão de hidrólise de apenas -21kJ/moh A variação de energia 
livre total na síntese da ligação peptidica é» ponanto, —301 kl/ 
mol. As proteínas são polímeros que contêm informação. O ob- 
jetivo bioquímico não é apenas a formação de uma ligação pep- 
tídica, mas a formação de uma ligação peptidica entre dois ami- 
noácidos «perf/rccí. Cada uma das ligações de alta energia, gas- 
tas nesse processo, desempenha um papel crítico na manutenção 
do alinhamento apropriado entre cada novo códon no mRNÀe 
o aminoáddo que ele codifica na extremidade crescente do poli- 
peptídeo, Essa energia torna possível uma grande fidelidade na 
tradução biológica da mensagem genética do mRNA na seqUén- 
cta de aminoácidos das proteínas. 


Adendo 27-3 Variação induzida no código genético: supressão sem sentido 
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Quando uma mutação miroduz um códctn de ter- 
minação no interior de um gc*n<\ a tradução é pre- 
maruramente interrompida c a cadeia poíipepttdi- 
ca mcomplrta í usualmentc ituiiva. Essas são cha- 
madas de mutações sem sentida Q gene pode ser 
restaurado á sua função normal, se uma segunda 
mutação { E ) converter o íódon de lerm i nação mal 
colocado para um códon que especifique um ami- 
noiddo ou (2) suprimir os efeitos do códon de ter- 
m inação. Tais mutações restauradoras são chama- 
das de supressores sem sentido: elas geral mente 
envolvem mutações nos genes de iRNA que produ- 
zem tRNAs alterados I supressores), os quais podem 
reconhecer o códon de terminação e inserir um 
anainoáddo naquela posição, A maioria dos tRNAs 
supressores conhecidos possui substituições de uma 
única base em seus antkódnni. 

Os tRNAs supressores constituem uma variação 
induzida experimental mente no código genétko, 
para permitir a leitura do que usualmente seriam 
códons de terminação, semelhante às variações do 
código de ocorrência natural descritas no Adendo 
27-2. A supressão sem sentido nflo Interrompe com- 
pietamente a transferência normal da informação na 
célula, porque ela usualmente possui várias cópias 
de cada gene de tRNA; alguns desses genes duplica- 
dos são fracamente expressos e constituem, apenas, 
uma pequena parte do reservatório celular de um 
tRNA particular. Mutações supressoras usualmente 
envolvem um tRNA “secundário", deixando o tRNA 
principal para ler os seus códons normalmente. 

Por exemplo, a E co/i povvu] três genes idênticos 
para o iRNA^cada um produzindo um tRNA com 


o an li códon (5 f )GUA. Cm desses genes é expresso 
em níveis relal ivamente altos c, portanto, seu pro- 
duto representa a espécie tRNA Tlfr principal; os ou- 
tros dois genes são transcritos apenas em pequenas 
quantidades. Uma alteração no anticódon do tRNA 
de um desses genes tRNA 1 * duplicados, de í5 r )GUA 
a (5')CUA. produz uma espécie de tRNA 1 " secun- 
dário, que inserirá tirrama nos códotts de termina- 
ção UAG. Essa inserção da tinosma em UAG é reali- 
zada inefkien temente, mas pode permitir a produ- 
ção apenas suficiente de uma proteína inteira mil , a 
partir de um gene com uma mutação sem sentido 
para permitir que a célula sobreviva. O tRNA*" prin- 
cipal continua * traduzir o código genético norma’ - 
mente para a maioria das proteínas. 

A mutação que leva ã criação de um tRNA su- 
pressor nem sempre ocot re no anticódon. A supres- 
são dos còdons sem sentido UGA geialmente en- 
volve o iRNA 1 ^. que normalmente rectmheceUGG. 
A alteração que lhe permite ler UGA íe inserir Trp 
nessas posições) não ocorre no anticódon, Em ve? 
disso, uma alteração G para A na posição 24 (em 
um braço do tRNA de alguma forma removido do 
anticódon) altera o tRNA de forma ta! que de pos- 
sa ler íeittíü UGG come) UGA, Urna alteração seme- 
lhante é encontrada nos tRNAs envolvidos nas va- 
riações de ocorrência natural mais comuns no có- 
digo genético (UGA - iVp; veja Adendo 27-2). 

A supressão deveria levar a muitas proteínas anor 
malmente longas, mas isso nem sempre ocorre. Ain- 
da não entendemos muitos detalhes dos eventos mo- 
lecular» que ocorrem durante a terminação da tra- 
dução e da supressão sem sentida 


Os polisiomoí permitem a tradução rápldi d« urna 
mansagam única Grandes agregados de 10 até 100 ribosso- 
mos que são muito ativos na síntese proteica podem ser isola- 
dos tanto de céiuUi cucari óticas quanto de bactenanas. Uma 
fibra entre ribossomos adjacentes no agregado I chamado de um 
paJksnmo) é ririvri em eletromicrografias (Fig. 27-29). A fila 
conectam e i uma única molécula de mRNA. sendo traduzida 
si m ullaneamerti r por muitos ribossomas cuidodosamemc es- 
paçados. permitindo o uso a lu mente eficiente do mRNA, 

Nas bactérias, a transcrição e a tradução está* forte mente 
acopladas. RNAs mensageiros são sintetizados e traduzidos na 
mesma direção 5'-a3'. Os ribossomos começam a traduzir a ex- 
tremidade 5' do mRNA, antes que a transcrição esteja completa 
(Fig. 27-30), A situação é bem diferente nos eucariotos, em que 
os mRNAs recém -transcritos devem ser transferidos para fora 
do núcleo, antes que eles possam ser traduzidos. 

Os mRNAs bacterianos geralmente existem por apenas al- 
guns minutos (pág. 791 ), antes de ser degradados por nucLea&ea. 
A fim de manter altas taxas da síntese de proteínas., o mRNA de 
uma certa proteína, ou conjunto de proteínas, deve ser sinteti- 
zado continuamente e traduzido com a máxima eficiência. D 
curto tempo de vida dos mRNAs nas bactérias permile que a 
síntese de uma proteína cesse rapidamente quando ela não fbr 
mais necessária para a célula. 


Etapa 5; As recém-sintctizadas 
cadeias polipeptfdícas sofrem 
enovelamento e processamento 

Na quinta e última etapa da síntese de proteínas, a cadeia poK- 
peptídka nascente é enrolada e processada na sua forma biolo- 
gicamente ativo. Durante ou após sua síntese, o polipeptídeo 
assume progressivamente a sua conformação nativa, com a for- 
mação apropriada das pomes de hidrogénio e dos interações vau 
der Waaís, iõ nicas e hidrofôbicos. Dessa forma, a mensagem ge- 
nética linear ou unidimensional do mRNA é convertida na es- 
trutura tridimensional da proteína. Algumas proteínas recém - 
sintetizadas, tanto procariõticas quanto eucariõticas, nào atin- 
gem sua conformação final biologicamente ativa, até que tenham 
sido alteradas por uma ou mais reações de processamento, cha- 
madas de modificações pòs-traducíonnis. 

Modificações nos grupos amimo * ctriMKlttntíináls. Ini- 
cialmente, todos os polipepiídeos começam com um resíduo N- 
formilmetionina (na bactéria) ou meticmma (nos eucariotos). 
Entretanto, o grupo formlla, o resíduo aminoterminal Met e, 
freqüen temente, resíduos aminoterminal adicionais (e, em al- 
guns casos, carboxí terminal) podem ser removidos euzimatica- 
menle e, dessa forma, não aparecerem nos proteínas funcionais 
filiais. Em aproximadamente 50% das proteínas eucarióticas, o 
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Figura 27-28 - A terminação da síntese das proteínas nas bactérias 

A termmaçào ocorre em resposta a um cúdon de terminação no sítio A, 
Primeiro, um fator de liberação {RF- ou RF ?J dependendo de que códon 
de terminação esteja presente) liga-se ao sitio A. Isso leva à hidrólise da 
ligação éster, entre o polipeptideo nascente e o tRNA no sítio P, e ã libe- 
ração do polipeptideo completado. Finalmente, o mRNA, otRNA deacila- 
do e □ fator de liberação deitam o ribossomo, e este se dissocia nas suas 
subun idades 305 e 50S 


Figura 27-319 - Um polissoma (a) Quatro ribossomos são vistos 
traduzindo simultaneamente uma molécula de mRNA eucariótKO, 
movendo-se da extremidade 5' para a extremidade 3 ', e sintetizan- 
do um polipeptideo a partir do aminoterminaí até o ca rboxiterminai. 
(b) Eletrom icrog rafla e diagrama explicativo de um polissomo da glân- 
dula sedosa de uma larva do bichg-da-seda O mRNA está sendo 
traduzido por muitos nbossomos, simultaneamente. Os palipeptlde- 
os nascentes tornam-se maiores, á medida que os ribossomos mo- 
vem -se para a extremidade 3 r do mRNA. O produto final desse pro- 
cesso É a fibroína da seda. 
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Figura 27-30 - 0 otoplafnwito da transcrição * d* tradução n» 
bactén» O mAMA e iriúuztóo petos ribossomos enquanto ele anda 
«tá ue^do lunscolO do DMA peia RNA poliinerase tsso e jwmvd por- 
que Q mftNA ni% bactérias nào tem que sertransporiadD do núcleo para 
o citoplasma antes de encontrar os rfcossomos Neste diagrama esque- 
mático. os nbofóomo* sâo desenfiados em lamanho menor do que a 
RNA poli roer ase Na realidade, as ribasomos C M r 2,7 » lü 6 ) ião uma 
ordem de grandeza maior do que a RNA polimerase (M, 3,9 * IO 1 ), 


grupo «mino do resíduo ammoterminal é N-aceiilado após a 
tradução. Resíduos ca rboxi terminais são, também, algumas ve- 
zes modificados. 

Perda da» s*qü*ncl« sinalizadoras. Como veremos de 
pois, neste capítulo, os 15 a 30 resíduos na extremidade arninn- 
terminal de algumas proteínas desempenham um papel no dire- 
cionamento da proteína k sua destinaçlo final na célula, Tais 
seqüéncias sinalizadoras são, no final, removidas por peptida- 
ses especificas. 

Modificações de ammoácidos individual» Os grupos hi- 
dtoxila de certos resíduos de Ser, ThreTyr de algumas proteínas 
sãoenzimalicamenic IbiíorilidúA pdo ATP ( Fig. 27-3 1 a ); os gru - 
pos fosfato adkkmam cargas negativas a esses pohpeptidcos. O 
significado funciona] dessa modificação varia de uma protefm 
para outra. Por exemplo, a caseína, proteína do leite, possui 
muitos grupos fbsfo&serijsa que ligam o Ca^\ Cálcio, fosfato t 
jmmolcido» tio todos valiosos para os jovens lactentes, de for- 
ma que a caseína fornece, dlrfentementcv très nutrientes essen- 
ciais. Como vimos em numerosos exemplos os ctdos de fosfori- 
lação-defosforiLaçáO regulam a atividade de muitas enzimas r 
proteínas regulatórias. 

Grupos carboxilas extras podem ser adicionados aos resí- 
duos Glu de algumas proteínas. Por exemplo, a proteína da coa- 
gulação do sangue, ã protrombína, contém vários resíduos y- 
carboxilglulamatoi I Fig. 27-3 lb) em sua região aminoterminal, 
introduzidos por uma enzima que requer a vitamina K. Esses 
grupos tarboxila ligam o Ca : ' + requerido para iniciar o mecanis- 
mo de coagulação. 

Resíduos monometil e dimetiUsina estão presentes em al- 
gumas proteínas musculares e no citocromo c, A caJmodulina 
da maioria dos organismos contém um resíduo trímetilísimi em 
uma posição específica. Em outras proteínas, os grupos carbo- 
xila de alguns resíduos Glu sofrem metilação (Fig. 27-3 lc), o 
que remove sua carga negativa. 

Ligação da» cada la» laterais d« carboidrato» As cadeias 
laterais de carboidratos das glico proteínas são covalen temente 
ligadas, durante ou após a síntese do polipeptideo. Em algumas 
glkopro reinas, a cadeia lateral de carboidratos está enzimatica- 
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mente ligada a resíduos de Asn udigossacandeos V- ligados l, em 
outras» a resíduos Ser ou Thr (oligossacandeos O- ligadas) (veja 
Fig, 9-25). Muitas proteínas que funcionam extraceluknoenie, 
bem como os proteoglicanos lubrificadores que revestem as 
membranas mucosas, contém cadeias laterais de oligossacaríde- 
os ( veja Fig, 9-23 J. 

Adição de grupos isoprenfl. Várias proteínas eucariòtkas 
são modificada* pda adição de grupos derivados do isopreno 
{ grupos isoprenil). Uma ligação tioéster é formada entre o gru- 
po isoprenil e um resíduo de Cys da proteína (veja Fig. 12-13), 
Os grupos isoprenil são derivados de intermediários pirofbsfb- 
rilados da via de biosslntese do colesterol (veja Fig. 2 1 -34), como 
o farnesíl pirofbsfato (Fig. 27-32), Proteínas modificadas dessa 
forma incluem as proteínas Rlls, produtos do oncogene rm c 
p roto -on co genes, e proteínas G [ambas discutidas no Capítulo 
1 3), e proteínas chamadas de tam minas, encontradas na matriz 
nuclear* Em alguns casos, o grupo isoprenil ajuda a ancorar a 



proteína em uma membrana, A atividade de transformado ícar- 
cinogénic.i) dr> oncogene ras ê perdida quando a isopren ilação 
da proteína Ras é bloqueada, estimulando o interesse na identi- 
ficação de inibidores dessa via de modificação pús-traducional 
para uso nq quimioterapia do câncer 

Adição da grupos prostétkos. Muitas proteínas procarió- 
ticas e eucárióticas requerem, para a sua atividade, grupos pros- 
tétkoi covaJentcmente ligados. Dois exemplos são a molécula da 
biot ma da acetil -CoA carisoidlase e O grupo berne do dfocramo C, 

PrDciiumrrrto proteoi Hico Muitas proteínas são inicial - 
mente sintetizadas como proteínas precursoras maiores inati- 
vas, que sáo protooLibcamentc processadas para produzir as suas 
formas ativas menores. Os exemplos incluem insulina, algumas 
proteínas virais e proteases, tais como a trip&ina e a quimot rip- 
sina (veja Fig. 8-31)- 

Formação das ligações cruzadas de díssuhfeto. Depois 
de se en filiarem em suas conformações nativas, algumas proteí- 
nas formam pontes díssutfeto ÜiXf* ou intercadeias entre resí- 
duos de Cys. As pontes dissulfeto são comuns em proteínas a 
serem exportadas de células eucaridticas. As Ligações cruzadas, 
formadas dessa maneira, ajudam a proteger a conformação na- 
tiva da molécula da proteína contra a desnaturação, em um 
ambiente extracelular que pode diferir muito das condições in- 
tracelulares e é geralmente oxidanic, 

A síntese de proteínas é inibida 
por muitos antibióticos e toxinas 

A síntese de proteínas é uma função central da fisiologia cduUr 
e o alvo primário de muitos a ntib iot kos r toxinas de ocorrência 
natural. Exceto onde assinalada, esses antibióticos inibem a sín- 
tese de proteínas nas bactérias. As diferenças entre a síntese das 
proteínas bactrrianas e eucarióticas, embora em alguns casas 
sutis, sáo suficientes para que a maioria dos compostos discuti- 
dos a seguir seja rclanvamenlc inócua ás células eucariõlicas, A 
seleção natural tem favorecido a evolução de compostos, que 
exploram aquelas pequenas diferenças afim de afetar seletiva - 
mente os sistemas bacterüanos. Essas armas bioquímicas impor- 
tantes sáo sintetizadas por alguns microrganismos e são extre- 
mamente tóxicas para outros. Pelo fato de que praticamcnte cada 
etapa na síntese das proteínas possa ser espeeifieamente inibida 
por um outro antibiótico, os antibióticos tornaram-se ferramen- 
tas valiosas no estudo da síntese de proteínas. 

À puromicina, sintetizada pdo bolor .Srnepfúmj/res atboni - 
ger, é um dos antibióticos inibitórios mais bem conhecidos. Sub 
estrutura é muito semelhante À extremidade V de um aminoa- 
cíI-tRNÀ. capacitando-o a se ligar bo sitio A ribossômico e par- 
ticipar da formação da ligação peptídica. produzindo a peptidil - 
puromicina ÍFig, 27-33), Entretanto, pelo fato de a puromicina 


apenas se assemelhar à extremidade 3' do tfíNA, ela não sc enga- 
ja na translocação e se dissocia do ribossomo lago depois que se 
liga ao terminal carbnxila do pcptldeo. Isso termina prematura- 
mente a síntese polipeptidica. 

As tetracidinas inibem a síntese de proteínas nas bactérias 
ao bloquear o sítio A no ribossomo, inibindo a ligação dos ami- 
noadl-tRNÀs, O doranfenicol inibe a síntese de pmlrfnas pe- 
los ribossomos bacíerianos ( também pelos mitocondriais cdo- 
roplasliais) ao bloquear a peptidil iransferase; de não afeta a 
sinlese das proteínas cítosólicas nos eucariotos. Contrartamen- 
te, a ddo-heximida bloqueia a peptidil transfera se dos ribas- 
somos 80$ rucariáticos, mas não dos ribossomos 70$ bactéria - 
nos (e mitocondriais e doroplastiais ). A estreptomküu, um tra- 
sãcarídco básico, provoca erro de leitura do código genético nas 
bactérias em concentrações rdativamente baixas e inibe > inicia- 
ção em concentrações alias. 
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Hgura 27-33 - O ro-m p i mento da formação da ítgaçáo peptidi- 
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Vários outros inibidores da síntese de proteínas sào notá- 
veis por causa de sua toxicidade ao homem e a outros mamífe- 
ros A toxina diftérica [ M, 65,000) catalisa a ADP-ribosüaçio de 
um resíduo da diftamida (uma histidina modificada) do fator 
de alongamento cEF2 eutari ótico, inali vando-o. A ricina. uma 
proteína extremam ente tòrica da mamona, inativa a subuniJj- 
de óOS dos nbossomns eucanoticos, pda d epurin izaçlo de uma 
adenosina específica no rRNA 235. 

Endereçamento e 
Degradação das Proteínas 

A célula eucaríótica é constituída de muitas estruturas, comparti- 
mento* e organeUs, cada uma com funções específicas, que reque- 
rem conjuntos distintos de proteínas e enzimas, A síntese dc quase 
todas essas proteínas é íesta nos ribossomos no dtosol; então, como 
das se direcionam para as suas destínações celulares finais? 

Estamos começando a entender esse complexo e fascinante pro- 
cesso. Proteínas dest i nadas à secreção» integração na membrana plas- 
mática, ou inclusão nos lisossomos, geral mente compartilham al- 
gumas etapas inidais de uma via que começa no retículo endoplas- 
mático ( RE). Protdnas destinadas às mitocôndrias, doroplaslos ou 
núdeo usam três mecanismos separados; proteínas destinadas ao 
ritosol simplesmente permanecem onde foram sinlelfradas. 


Günrer Blobel 


O demento mais importante em muitas dessas vias de en- 
dereçamento é uma pequena seqüência dc aminoáddos, chamada 
de sequência sinalizadora, cuja função foi primeiro postulada 
por David Sabatini e Giinter HJobd, em 1970. A seqüência sina- 
lizadora direciona uma proteína para ã sua localização apmpriacb 
na célula e frequentemente é removida durante o transporte ou 
depois que a proteína tiver alcançado o seu destino final. Para 
proteinas condenadas ao transporte para a mitocòndria + os do- 
roplastos ou o RE, a seqüência sinalizadora está no aminoter- 
minal de um polipeplídeo recém -sintetizado. Em muitos casos, 
a capacidade de direcionamento de seqiiênáa* sinalizadoras par- 
ticulares tem sido confirmada pela fusdo da sequência sinaliza- 
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dora de uma proteína com uma segunda proteína, e mostrando 
que o sinal direciona a segunda proteína para a localização onde 
a primeira proteína é normalmente encontrada. A degradação 
seletiva das proteínas nâo mais necessárias à célula também re- 
pousa amplamente em um conjunto de sinais moleculares, em- 
butidos na estrutura de cada proteína, 

Na parte final deste tópico, examinaremos o endereçamento 
e a degradação de proteínas, com ênfase nos sinais subjacentes e 
na regulação molecular, tão cruciais para o metabolismo celu- 
lar. Exceto onde assinalado, o foco está nas células eucari óticas, 

A modificação pós-tradudonal 
de muitas proteínas eucarióttcas 
começa no retículo endopl asmático 

Talvez o sistema de endereçamento mais bem caracterizado co- 
mece no RE, A maioria das proteínas lisossAtnicas, de membra- 
na ou secretadas, possui uma seqüência sinalizadora aminoter- 
minal (Fig, 27-34), que as marca para serem transbcadas para 
dentro da luz do RE; centenas dessas seqüêndas sinalizadoras 
foram determinadas. O terminal carboxila da seqüência sinali- 
zadora é definido por um sítio de divagem, onde a ação proteo- 
lltica remove a seqüência sinalizadora, depois que a proteína é 
importada para dentro do RE. As seqüêndas variam de 13 a 36 
resíduos de aminoácidos de comprimento, mas todas possuem 
as seguintes caracter! stieas; (1 ) cerca de 1 0 a 1 5 resíduos de ami- 
noácidos hidrofóbicos, (2) um ou mais resíduos de aminoáci- 
dos carregados positivamente, usualmente próximo do amino- 
termiiial que precede a seqüência hidrofóbica, e (3) uma seqüên- 
cia curta no carboxi terminal (próxima ao sítio de divagem), que 
ê relativamente polar, tipicamente possuindo resíduos de ami- 
noácidos com cadeias laterais curtas (especial mente Ala), nas po- 
sições mais próximas do sítio de divagem. 

Como origínalmente demonstrado por George PaUde, as 
proteínas com essas sequências sinalizadoras são sintetizadas nos 
ríbossomos ligados ao RE. A própria seqüência sinalizadora ajuda 
a direcionar o ribossomo para o RE (Fig. 27-35). A via de en- 
dereçamento começa com a iniciação da síntese de proteínas nos 
ribossomos livres, À seqüência sinalizadora aparece no começo 
do processo sintetizante, porque ela está no aminoterminal,que 
ê sintetizado primeiro. À medida que ela emerge do ribossomo, 
essa seqüência e o próprio ribossomo são rapidamente ligados 
pela grande partícula de reconhecimento da sinalização (SRP 
— “íignal recognition parti cie"). À SRP* então, liga-se ao GTP e 
pára o alongamento do polipeptídeo quando ele estiver com cerca 
de 70 aminoácidos de comprimento e a seqüência sinalizadora 
tiver emergido completamente do ribossomo. 



George Pai ade 


O GTF ligado à SRP direciona o ribossomo (ainda ligado 
ao mRNA) e o polipeptídeo incompleto para receptores do GTP- 
SRP na face citosólica do RE. O polipeptídeo nascente é entre- 
gue a um complexo de translocação do peptídeo no RE, que 
pode interagir diretamente com o ribossomo, A SRP dissocia -se 
do ribossomo, acompanhada pela hidrólise do GTP tanto na SRP 
quanto no receptor da SRP. 

O alongamento do polipeptídeo recomeça, com o complexo 
de transi ocação direcionado pelo ATP abastecendo com o polí- 
peptídeo crescente dentro do lúmen do RE, até que a proteína 
completa tenha sido sintetizada. A seqüência sinalizadora é„ en- 
tão, removida por uma peptidase sinal dentro da luz do RE O 
ribossomo dissocia-se e é reciclado. 

A glicosilação desempenha um papel-chave 
no endereçamento das proteínas 

Na luz do RE, as proteínas recém-sintetízadas são posterior- 
mente modificadas de várias maneiras. Após a remoção das se- 
qüências sinalizadoras, os polipeptídeos se enrolam* as pontes 
dksulfeto são formadas e muitas proteínas são glicosiladas, Pro- 
teínas glicosiladas, ou glicopFoteínas, freqüentementc são liga- 
das a seus oligossacarldeos por meio de resíduos de Asn. Esses 
olígossacarídeos N-lí gados são muito diversos (Capitulo 9), 
mas as vias pelas quais se formam possuem uma primeira eta- 
pa comum, Um núcleo de 14 resíduos de oligossacarídeos i 
construído passo a passo, depois transferido de uma molécula 
doadora de dolícol fosfato para certos resíduos de Asn nas pro- 
teínas (Fig, 27-36). A transferase está na face luminal do REe, 
portanto, nâo consegue catalisar a glicosilação das proteínas CÍ- 
tosólicas. Depois da transferência* o núcleo oligossacarídeo é 
cortado e elaborado de maneiras diferentes nas diferentes proteí- 
nas; entretanto, todos os oligossacarídeos N-ligados retêm ura 
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Figura 27-34 - Translocaçáo para dentro do RE, direcionada pela seqüência sinalizadora aminotermínal de algumas proteínas euca ciáti- 
cas. O núcleo hidrofóhico (amarelo) é precedido por um ou mais resíduos básicos (azul). Observe os resíduos polares e de cadeia lateral curta, 
imediatamente precedendo os sítios de divagem (indicados por setas vermelhas). 
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Figura 27-35 - Direcionando protetoa* eusaiiOcicaa tom o* sinais apropriados para o rwtkulo endopJasniitko Esse processo 
envolve o odo da 5RP e a transJocâçao e chagem do poJipepbdeo nascente (t) As suburvdades nbossòmicas montam-se em um comple- 
xo de i n se ação no CÔòon de intciaçáO e «r*c ia m a si ntese de proteínas (2) Se uma seqúé noa unalUAdorâ apropriada aparecer no a m motef- 
rrwTai do potpeptidieo nascente, Q) a SAP kga-se » nbossomo e ao GTPe pâra o aíongamenio ® 0 comptexo rfcossomo-SRP e fagado poc 
receptores no RE r que também lagam o GTP (D A SAP disvooa-se e é reodada. acompanhada peta htürótise do GTP tanto na SAP quanto 
no retepioF (6) A limese de proteínas recomeça, acoplada a irânslocaçâo da cadeta polipeplidtca para dentip da lut do ft£, pqr meto do 
complexo de iransloca^ào do pephdeo (3) A seqõ^noa stoalizadora é clivada, do poApepúdeo nascente, por uma pephdase anal dentro 
da luz do RE (§) As sub unidades nbossOmicas dissociam-» do mRNA e são recicladas 

A SAP è um complexo em forma de bastão, que contem um RNA de 3ÜD nucleotídeos (7SL-RNA) e seis proteínas diferentes, com um peso 
molecular combinado de 325.000. Uma subunudadeprotéica da 5RP liga-se diretamente â seqüÉncie Sinalizadora, inibindo o alongamento ao 
bloquear este nca mente a entrada dos amlnoadMANAs, Inibindo a peptidil transferase Uma outra subun idade protèita liga-se e hidrolisa o 
GTP O receptor da SAP é um heterodlmero das subun idades a [M, 69.000) e h {M, 30.000), as quais ligam e hidrplisam GTP nessa vi# de 
endereçamento 


núdeo pentassacartdeo, derivado dos 14 resíduos do oUgossaca- 
ndoj originaL Vários antibióticos agem interferindo em uma 
ou mais etapas desse processo e tem liudadn a elucidar as etapas 
da gbcosikçãode p rol ri nus. O mais bem caracterizado é a lunia- 
micina, que mimeti/j a estrutura da UDP-jV-acetilglicosamina e 
bloqueia a primeira etapa do processo. 
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Km seguida, proteínas modificada* adequadamente podem 
ser movidas para uma variedade de d istmos intracelulares. As 
proteínas movem -se do R£ para o complexo die Golgi em vesi- 
cuias transportadoras ( Fig. 27-37). No complexo de Golgi. oli- 
gosucarídeos O-ligados são adicionados e Os oligossacarideos 
N-Ugados são ainda mais modificados. Por mecanismos ainda 
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Figura 27-36 - Síntese do núcleo oligossacarídeo das glico proteínas. O núcleo oligossacarídeo è sintetizado pele adição sucessiva de unidades 
monossacarídeas. (T), Q) As prime iras etapas ocorrem na face cisotúlica da RE. (1) A translocação movimenta a oliga-ssacarideo incompleto através 
da membrana (mecanismo não mostrado), e @ o término do núcleo oligossacarídeo ocorre dentro da luz do RE. Os precursores sintetizados que 
levam resíduos adicionais de glicose e manose ao oligossacarídeo crescente na luz são derivados do dolicol fosfato. © Ma pnmerra etapa da 
construção da porção oligossacaridea N-ligadã a uma glicoproteina, o núcleo oligossacarídeo è transferido do dolicol fosfato a um resíduo Asn da 
proteína dentro da luz do HE, O núcleo oligossacarídeo é então modificado no RE e no complexo de Golgi em vias que diferem para distintas 
proteínas. Os cinco resíduos de açúcar envoltos pela cor bege (canto inferior direito) são mantidos na estrutura final dooNgossacarideorv-ligado. {f) 
0 dolicol pirofosfato liberado á novamente transi ocado de forma que o pirofosfato esteja na face citosOlica do RE r então (7) um fosfato è removido 
por hidrúlise para. regenerar o dolicol fosfato. 



Figura 27-37 - Vias torradas pelas proteínas endereçadas aos lisos- 
somos, á membrana plasmátka ou à secreção. As proteínas movem- 
se do RE para o lado rís do complexo de Golgi em vesículas transportado- 
ras. A seleção ocorre, pnmeiramente, no lado trans do complexo de Golgi, 


não entendidos completa mente, as proteínas são também sele- 
cionadas aqui e enviadas a seu destino final. Dentro do comple- 
xo de Golgi, os processos que selecionam as proteínas endereça- 
das para a secreção daquelas endereçadas à membrana plasmáti- 
ca ou aos lisossomos devem distinguir entre essas proteínas na 
base de características estruturais outras que a sequência sinali- 
zadora que foi removida na luz do RE. 

Esse processo de seleção ê mais bem entendido no caso das 
hid rol ases, destinadas para o transporte aos lisossomos. Ao che- 
gar ao complexo de Golgi, vindas do RE, alguma característica 
ainda não identificada da estrutura tridimensional dessas hidno- 
lases (algumas vezes chamada de um "sinal embutido 11 ) é reco- 
nhecida por uma fosfotransferase que fosforila certos resíduos 
de manose nos oJígossacarídeos (Fig, 27-38). A presença dç um 
ou mais resíduos de manose -ó-fosfato em seus oligossacarídeos 
Aí-ligados é o sinal estrutural que direciona a proteína aos lisos- 
somos, Uma proteína receptora na membrana do complexo de 
Golgi reconhece esse sinal da manose-6- fosfato e Uga-se à hi- 
drolase marcada dessa forma. Vesículas contendo esses comple- 
xos receptor- hidrolase brotam do lado fmns do complexo de 
Golgi e seguem seu caminho para as vesículas de seleção. Aqui, o 
complexo receptor- hidrolase dissocia-se em um processo facili- 
tado pelo pH mais baixo dentro das vesículas de seleção e pela 
remoção dos grupos fosfato dos resíduos da manose-á- fosfato* 
catalisada por uma fosfatase, O receptor é, então, reciclado ao 
complexo de Golgi e as vesículas que contém as hid rol ases bro- 
tam das vesículas de seleção e movem -se para os lisossomos. Nas 
células tratadas com binicamicLna, as hidrolases* que deveriam 
ser normalmenle endereçadas aos lisossomos* são* em vez disso* 
secreta d as* confirmando que o oligossacarídeo iV-lígado desem- 
penha um papel -chave no endereçamento dessas enzimas aos 
lisossomos. 
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figun 27-3® - Fosforilaçãü d* resíduos de manos# nas enzimas endereçadas aos lisossomos A iV-acenlgíicosamiriâ fosfotrárçferdí# rçcont*- 
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Às proteínas são endereçadas às mitocõndrias 
e aos cloroplastos por vias semelhantes 

Embora as mitocòndrías e os cloropkstos contenham DNÀ, a 
maioria de suas proteínas são codificadas pelo D KA nuclear e 
devem ser endereçadas, à organela apropriada. Ao contrário das 
proteínas endereçada* ao R£, as vias de endereçamento á mito- 
còndria e ao doroplasto podem começar de/wií que uma proteí- 
na precursora tiver sido completamente sintetizada e Liberada 
do riboisomo. No entanto, ha semelhança* entre a» tris vks de 
endereçamento. 

Proteínas precursoras, destinadas às mitocõndrias ou a os 
cioroplastos, possuem sequências sinalizadora* ammoterminaJ, 
que sáo ligadas por proteínas chaperonas dtosólkas ( pág. 153). 
Os precursores são entregues aos receptores na superfície exter- 
na da organda-alvD e depois a um canal proteico, que usual men- 
te atravessa as membranas Interna e externa da organda. A trans- 
locação através do canal é facilitada pela hidrólise do ÀTP ou GTP 
e, em alguns casos, por um potencial eletroquímico transmem- 
brana. Dentro da organela, a sequência sinalizadora do precursor 
é removida, e a proteína madura é reenrolada (Fig. 27- 391. 

A* sequências sinalizadoras mitocondriaís lèm F gcTâkneme, 
de 20 a 25 resíduos de aminoácidos de comprimento e são ricas 
em Ser. Thr e resíduos básicos. As proteínas precursoras mi to- 


co nd ria is tornam-se ligada?; ou peia Hsp7Ü {"íieat íhockpmtein 
7Ü H , ou proteína de choque térmico 70) ou MSP (“tfiitochondri- 
ai impor t stimubtion/aclor 1 ’ ou fator de estimulação de impor- 
tação milocondriai). Essas chaperonas moleculares estabilizam 
as conformações desenroladas das proteínas precursoras. O MSF 
é especifico da mitocòndria; a Hsp70 pertence a uma classe co- 
mum de pi-oreinasdiLapcTPnas. encontradas na* células bacteria- 
nas e eucariõtkas { veja Fig. 6-30). 

O precursor da pmtetna rmtocondriaJ ligada c entregue a 
uma proteína do complexo chamado de Tom t “ rransport across 
the nu ter membrane", ou iransporte através da membrana ex- 
terna ), o receptor miiocondrial , e deposs a um outro complexo 
Tom, que forma um canal através da membrana externa (Fig. 
27- 39a ), Uma outra proteína do complexo, conhecida como Tim 
(“fnnsport across the ínner membrane" ou transporte através 
da membrana interna), transioca o precursor para dentro da 
malfiz mitocondriaJ. A translocação é abastecida por interações 
com a proteína mitocondrid Ksp70 (mHsp70) acoplada à hi- 
drólise do ATP, bem como pelo gradiente eleiroqu único através 
da membrana interna. Dentro da matriz, o enovelamento da 
proteína mitocondrhlé facilitado por várias proteínas chape To- 
rtas ( incluindo a mHspTO), e s sequência sinalizadora é removi- 
da na matriz por uma protease processadora 
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Figura 27-39 - Endereçamento de proteínas âs mltocôndrlas e aos cloraptastos (a) Endereçamento á matriz mito- 
condrial. Um precursor de urna proteína mitocondrial e ligado a uma chaperona citosólica (H5p7Q ou MSF) e entregue a um 
complexo receptor Tom, depois a um canal da membrana constituído de canais complexos Tom e Tim. A translocação da 
proteína precursora ê direcionada pela ATPase da proteína Hsp7Q mitocondrial ímH&p7Ü) do lado da matriz da membrana 
mitocondrial interna e pelo potencial eletroquímico através da membrana interna. A sequência sinalizadora é clivada na 
matriz mitocondrial, e a proteína se enrola na sua conformação funcional, (b) Proteínas endereçadas aos tilacóides dos 
doroplastos possuem seqüências sinalizadoras bipartidas. A primeira etapa cia seqüéncia (em vermelho) medeia o endere- 
çamento ao estroma do cloroplasto, onde ela é removida; a segunda parte (em azul) medeia a translocação para dentro da 
luz do tilacóide, onde ela é, por sua vez, removida. 


Algumas sequências sinalizadoras mitocond riais complexas 
incluem sinais de “transferência interrompida*. Quando esse si- 
nal é reconhecido durante o transporte da proteína precursora 
mitocondrial através do canal da membrana* a translocação é in- 
terrompida no ponto em que um trecho de resíduos de aminoá- 
cidos hidrofóbicos no precursor atravessa ou a membrana mito- 
condrial interna ou a externa, A proteína é, então, liberada para 
gerar uma proteína de membrana integral. Em alguns casos, uma 
seqüéncia, que se espalha pela membrana interna, é clivada para 
criar unia proteína solúvel do espaço intermembranoso. 

O endereçamento de proteinas precursoras aos cloroplastos 
segue um padrão semelhante, Uma variação interessante ocorre 
nas proteínas endereçadas aos tilacóides (Fig, 27-39b). Essas pro- 
teínas possuem uma seqüéncia sinalizadora bipartida, A porção 
aminoterminal da sequência sinalizadora endereça a proteína ao 
estroma, antes de ser clivada; o restante da seqüéncia endereça, 
então, a proteína aos tilacóides. 

As seqüências sinalizadoras para o 
transporte nuclear não são clivadas 

A comunicação molecular entre o núcleo e o citosol requer a 
movimentação de macromoléculas através de poros nucleares 
(veja Fig, 2-11). As moléculas de RNA, sintetizadas no núcleo, 
são exportadas para o citoplasma. As proteinas ribossomais, sin- 
tetizadas nos ribossomos citosólicos, são importadas para den- 
tro do núcleo e montadas nas subunidades ribossò micas 60S e 


405 no nucléoio; subunidades completas são, então, exportadas 
de volta ao citosol, Uma variedade de proteinas nucleares (RNAe 
DNA polimerases, historias, topoisomerases, proteínas que re- 
gulam a expressão genica, e assim por diante ) são sintetizadas no 
citosol e importadas para dentro do núcleo. Esse tráfego é mo- 
dulado por um complexo sistema de sinais moleculares e proteí- 
nas transportadoras que está sendo gradualmente elucidado, 

Na maioria dos eucariotos multicelulares* o envelope nucle- 
ar se quebra a cada divisão celular. Uma vez que a divisão celular 
é completada e n envelope nuclear é reestabelecido, as proteínas 
nucleares dispersadas devem ser reimportadas. Para permitir 
repetidas importações nucleares, a seqüéncia sinalizadora que 
endereça uma proteína ao núcleo (a seqüéncia de localização 
nuclear, NLS — "nuclear íocalization sequence") não é removi- 
da. Em vez de ocorrer no aminoterminal, uma NLS pode estar 
localizada em qualquer outro lugar ao longo da seqüéncia pri- 
mária de uma proteína nuclear. 

Á importação nuclear é mediada por várias proteínas que 
circulam entre o citosol e o núcleo (Fig, 27-40), incluindo a im- 
por Lma a e p e uma GTPase pequena, chamada de Ran. Um 
heterodímero da importina a c p funciona como um receptor 
solúvel para as proteínas endereçadas ao núcleo, com a subuni- 
dade a ligando-se a proteínas que contêm NLS no citosol. O 
complexo da proteína que contém a NLS e a importina aporta 
em um poro nuclear e é translocado através do poro, por um 
mecanismo dependente de energia que requer a GTPase Ran. As 
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duas subumdadrs âa imporiina se separam durante a iranslo- 
cação, e a proteína que contém a NLS se dissocia da imporlina 
o» dentro do núcleo. As importinas a e p são, então, exportadas 
do núcleo para repetir o processo. A forma como a importma a 
permanece dissociada de muitas proteínas que contém a NLS 
dentro do núdeo ainda não é conhecida. 



Figura 27-40 - Endereçamento da proteínas nucleares. (J) Uma png- 
têln&«m uma sinal izaçao de local ização nuclear {NL51 apropriada è liga- 
da a um complexo de importinas a e p. ® 0 complexo resultante se liga 
3 um poro nuclear e ©a translocação è mediada pela GTPase Ran. © 
Dentro do núcleo. a erçonina p se d issot ia da importei* jx e (D a im pof- 
ima a. eniáo. dtssoua-se da proteína nuclear (§) As impoórov u e 0 são 
transportadas para fora do núdeo e recriadas 


As bactérias também usam 

sequências sinalizadoras 

para o endereçamento das proteínas 

As bactérias podem também endereçar algumas proteínas para 
as suas membranas interna ou externa, pano espaço pcripbstni- 
tica entre «sas membranas ou para o meio exlracdubr. Elas usam 
sequências sindízadaras no aminoiermínaE das proteínas [ Fig. 27- 
41). muito parecidas aquelas encontradas nas proteínas eucarió- 
ticas endereçadas ao RE, às mitocúndrias e aos doroplastos. 

A maioria das proteínas que sào exportadas da £ cóli faz 
uso dá via mostrada na Figura 27-42. Depois da tradução, uma 
proteína a scr exportada pode enrolar' se apenas lemammle, a 
sequência sinalizadora a mi no terminal imp^iin do o enovelam rrv 
to. A proteína dupcTOfia volúvel SecB se liga à sequência sinali- 
zadora da proteína ou a outras características da sua estrutura 
incompletamente enrolada. A proteína ligada é, entáo, entregue 
1 SecA, uma proteína associada à superfície interna da membra- 
na cilopkasmática. SecA age lanto como um receptor como uma 
ATPaw translocadora. Liberada de SecBe ligada a SecA, a proteí- 
na é entregue a um complexo de translocação na membrana, 
constituído de SecY, E e G, e é translocada passo a passo através 
da membrana no complexo SecYEG, em pedaços de cerca de 20 
resíduos de aminnd eidos. Cada etapa é facilitada pela hidrólise 
do ATR catalisada peja SecA. 

Uma proteína exportada é, dessa forma, empurrada através 
da membrana por uma proteína SecA. localizada na superfície 
dtopUsmática, em vez de ser puxada através da membrana por 
uma proteína [ã semelhança da Hsp70 mitocondrial) Localiza- 
da na superfície pcrisplasmitka, Essa diferença pode. simpla- 
mente, refletir a necessidade de a ATFase Imrtslocadora «tar 
onde o ATP estiver. O potencial eletroqutmlco trans membrana 
pode também fornecer energia para a tránslocação de uma pro- 
teína que está sendo transportada, por um mecanismo ainda 
não entendido. 

Embora a maioria das proteínas bacterianas exportadas use 
«sã via. algumas seguem uma via alternativa, que usa um sinal 
de reconhecimento e proteínas receptoras homólogas aos com* 
ponentes da 5RP eucanótica e do receptor da SRF f Fig. 27*15). 


Pmidnai da memhrant interna 
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Figura 2741 - Sequências sinalizadores endereçam a diferentes localizações nas bactérias Os anunoãc«tos básicos (azul) pióxiroos ao amino- 
terminai e ao núcleo de aminoãQdt» hndroíâtxos (amarelo) são destacados Os sftios de dtvagem que marcam as exitemidades das seqúêncas 
sinafczadoras estão uidicadas por setas vermetias Observe que a membrana celular bactenana met na < veja hg 2-5) «ta onde as proteínas da capa do 
fago fd e o DMA ião montados em particul» do fago OmpA ê a proteína A da membrana externa Touter membrane protem A'); Larofi ê uma 
proteína receptora da syperffcH? cztulãr para o bactenúfago lambda 
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Figura 27-42 - Modelo para a exportação de 
proteínas nas bactérias. © Um polipeptídeo re- 
cém -traduzido se liga â proteína chape nona dtosóli- 
ca SecB, que © ent nega-a á SecA, uma proteína 
associada ao complexo de translocação (SecYEG), 
na membrana citoplasmática bacteriana. ©SecB é 
liberada e SecA msene-se na membrana, forçando 
eenca de 20 resíduos de aminoãcidos da proteína a 
ser exportada dentro do complexo de trans locação. 
©A hidrólise de um ATP pela SecA fornece a ener- 
gia para uma mudança confonnadonal, que induz 
SecA a se retirar da membrana, liberando o poli- 
peptídeo. © SecA liga-se a outro ATP, e o próximo 
trecho de 20 resíduos de aminoácidos é empurrado 
através da membrana através do complexo de trans- 
locação. As etapas @ e©sáo repetidas até que 3) 
a proteína inteira tenha passado e seja liberada ao 
pe dpi asma. O potencial eletroquimico através da 
mçm bran atam bém fornece um pou co da fo rça pro- 
pulsora requerida para a translocação da proteina. 



Espaço 

periplafimátko 


As células importam proteínas pela 
endocitose mediada por receptores 

Algumas proteínas são importadas do meio circundante para 
dentro das células; os exemplos incluem a Hpoproteína de bai- 
xa densidade (LDL), a proteína transferrina, transportadora de 
ferro, os hormônios peptídeos e as proteínas circulantes, desti- 
nadas à degradação. Essas proteínas se ligam a receptores nas 
invaginações da membrana, chamadas de depressões revesti- 
das (“coated pita”), que concentram os receptores destinados à 
endocitose, em preferência a outras proteínas da superfície ce- 
lular. As depressões são revestidas em seu lado citosólico com 
uma treliça da proteína datrrna, que forma estruturas polié- 
d ricas fechadas (Fig, 27-43). À medida que mais receptores se 
tornam ocupados com as proteínas -alvo, a treliça da clatrina 
cresce, até que uma vesícuJa endocítica completa, envolta por 
membrana, brota da membrana pias m ática ese move para den- 
tro do citoplasma. A datrina é rapidamente removida por enzi- 
mas de desrevesti mento e as vesículas fundem-se com um en- 
dossomo, A atividade das ÀTPases nas membranas endosso- 
mais reduz o pH, facilitando a dissociação dos receptores de 
suas proteínas-alvo. 

As proteínas importadas e os receptores, então, seguem seus 
caminhos separados e seus destinos variam de acordo com a cé- 
lula e o tipo de proteína, A transferrína e seu receptor são, even- 


tualmente, reciclados. Alguns hormônios, fatores de crescimen- 
to e ímunocomplexos, depois de terem diritado a resposta celu- 
lar apropriada, são degradados junto com seus receptores, O LDL 
é degradado depois que o colesterol associado tiver sido entre- 
gue a seu destino, mas seu receptor é reciclado (veja Fig, 2 1 -40), 
A endocitose mediada por receptores é explorada por algu- 
mas toxinas e vírus para entrar nas células, A toxina dífíérica, a 
toxina da cólera e o vírus da influenza» todos entram nas células 
dessa forma (veja Fig. 12-21, pág. 315), 

A degradação protéica em todas as células 
é mediada por sistemas especializados 

A degradação de proteínas impede a construção de proteínas 
anormais ou indesejadas e permite a reciclagem de aminoáci- 
dos. A vida média das proteínas cu cario liças varia de 30 segun- 
dos a muitos dias, A maioria das proteínas é degradada rapida- 
mente em relação à vida média de uma célula, embora algumas 
(como a hemoglobina) possam durar por toda a vida de uma 
célula (cerca de 1 10 dias para um eritrócito). As proteínas rapi- 
damente degradadas incluem aquelas que sào defeituosas, pela 
inserção incorreta de aminoécidos ou por causa da lesão acu- 
mulada durante o funcionamento normal. Também encimas que 
agem em pontos-chave de regulação nas vias metabólicas com 
frequência degradam rapidamente. 





0,1 um 


(0 


Figura 27-43 - Clatrina. {a) Três cadeias leves (L; M, 35.000) e tn§s cadeias pesadas {H; M. 1BG.QQ0) da unidade clatrina (HL)a r organizadas 
como urna estrutura de três pernas chamada de trfsceles. (b) As trísceles têm propensão a se montar em treliças poliédricas. (c) Eletromicro- 
grafia de uma depressão revestida na face citosôlica da membrana plasmàtica de um fibrnblasto. 
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Proteínas defeituosas, e aquelas com meias- vidas carate- 
risticamente curtas, são geralmente degradadas tanto em células 
bacterianas quanto em eucarióticas, por sistemas citosólicos de- 
pendentes de ATR Um segundo sistema nos vertebrados, ope- 
rando nos lisossomos, recicla os aminoácidos das proteínas de 
membrana, proteínas extracelulares e proteínas com meias -vi- 
das carateristicamente longas, 

Na £ coh, muitas proteínas são degradadas por uma prote- 
ase dependente de ATP* chamada de Lon (o nome se refere à 
“forma longa” das proteínas, observadas apenas quando essa 
protease estiver ausente). A protease é ativada na presença de 
proteínas defeituosas ou daquelas destinadas para a degrada- 
ção rápida; duas moléculas de ATP são hidrolisadas para cada 
ligação peptídica quebrada. A função molecular precisa da hi- 
drólise do ATP durante a clivagem da ligação peptídica ainda 
não é dara. Assim que uma proteína é reduzida a pequenos pep- 
tídeos inativos, outra protease independente de ATP completa 
o processo degradativo. 

A via dependente de ATP nas células eucarióticas é bem di- 
ferente, envolvendo a proteína ubiqiiitma, que ocorre em todo o 
reino eucariótico. Uma das proteínas mais conservadas* a ubi- 
quitina (76 resíduos de aminoáddos), é essendalmente idênti- 
ca* mesmo em organismos tão diferentes quanto a levedura e o 
homem, A ubi quitina é cova] entemente ligada às proteínas des- 
tinadas à destruição, por meio de uma via dependente de ATP, 
que envolve três enzimas separadas (Ei, E2 e E3 na Fig. 27-44). A 
forma como a ubiquitinação endereça as proteínas para a proteó- 
Use ainda não é conhecida, Ü sistema proteolítíco dependente de 
ATP nos eucariotos éum grande complexo (M t > 1 x 10*), cha- 
mado de proteossomo. O modo de ação do componente proteá- 
sico do sistema e o papel do ATP estão sendo, agora, elucidados, 

Embora todos os sinais que desencadeiam a ubiquitinação 
não sejam entendidos, um simples foi encontrado. Para muitas 
proteínas, a identidade do primeiro resíduo que permanece de- 
pois da remoção do resíduo aminoterminal Met, e qualquer outro 
processamento proteolítico pós-traducional da extremidade 
aminoterminal, tem uma profunda influência na vida média 
(Tabela 27-10), Esses sinais aminolerminais têm sido conserva- 
dos durante bilhões de anos de evolução, e são os mesmos tanto 
no sistema de degradação de proteínas bacterianas quanto na 
via de ubiquitinação humana. Sinais mais complexos* como a 
sequência de destruição, discutida no Capítulo 13 (pág. 368-} , 
estão também sendo identificados. 

A proteólíse dependente de ubiquitina é tão importante para 
a regulação dos processos celulares quanto a eliminação de pro- 
teínas defeituosas. Muitas proteínas requeridas em apenas uma 
etapa do ciclo celular eucariótico são rapidamente degradadas 
pela via dependente de ubiquitiná, depois que sua função foi 
completada. A mesma via é requerida para o processamento e a 
apresentação de antígenos MHG da classe 1 (veja Fig. 7-20). A 
destruição da cidina, dependente de ubiquitiná, é crítica para a 
regulação do ciclo celular (veja Fig. 13-33b). Os componentes 
E2 e E3 da via da cascata da ubiquitinação (Fig. 27-44) são, de 
fato, duas grandes famílias de proteínas. Diferentes enzimas E2 
e E3 exibem diferentes especificidades para as proteínas-alvo e, 
portanto, regulam processos celulares diferentes. Algumas enzi- 
mas E2 e E3 estão alta mente localizadas em certos comparti- 
mentos celulares, refletindo uma função especializada. Em um 
ambiente em alteração, a degradação das proteínas é tão impor- 
tante para a sobrevivência de uma célula quanto o processo de 
síntese de proteínas* e há, ainda, muito a ser aprendido sobre 
essas interessantes vias. 
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Ciclos repetidos levam a 
ligação de ubiquitirias adicionais 


Figura 27-44 - O processo de tr£s etapas pelo qual a ubiquitiná è 
ligada a uma proteína. Dois intermediários enzima-ubiquitina diferen- 
tes são envolvidos. A carboxila livre do resíduo de glicina do carboxitermí- 
nal dd ubiquitiná é, no final, ligada por meio de uma ligação amida (iso- 
peptidica) a um grupo c-amino de um resíduo Lys da proteína-alvo. Ci- 
clos adicionais produzem poliubiquitma, um- polímero covalente das 
sub unidades de ubiquitiná, que endereça a prateina ligada para a des- 
truição nos eucariotos. 


Tabela 27-10 - Relações entre a meia- vida de uma proteína e seu 
aminoãtJdo aminoterminal 


Resíduo a mi notermi n al 

Meia-vida* 

Estabilizantes 

Met, Gly, Ala, 5#r, Thr r Vai 

^>20h 

Desestab i lizantes 

He, Gin 

'30min 

Tyr, Glu 

“IQmin 

Pra 

-7 min 

Leu, Phe, Asp, Lys 

-3 mm 

Arg 

~2min 


Fonte: Modificado de Eachmair A, Finley D & Varshavsky A. çl 9G6> In vivo hall 
life of a prateie is a function of its aminoterminal residué Science 234, 1 79-136 
*A 5 meias-vidas foram medidas na levedura para uma única proteina que foi 
modificada, de forma que em cada euperimento ela tinha um resíduo de amino- 
àcido diferente no aminoterminal (veja, no Capitulo 29, técmeas usadas para 
construir proteínas com seqüências de amimáridos alterados). As meias-v?das 
podem variar em proteínas diferentes e em organismos diferentes, mas esse 
padrão geral parece valer para todos os organismos: os amirtoácrdos, listados 
aqui como estabiliza ntes, quando presentes no ammotefmmal, possuem um 
efeito «tflbilizante em todas as células, 


As proteínas sãq sintetizadas tom uma seqílência 
específica de aminoáddos, por meio da tradução da 
informação codificada no RNA mensageiro, por um 
complexo de RN A-proteínas, chamado de ribosso- 
mo, Os aminoáddos são especificados por códons 
de mRNA, que consistem de trincas de nudeotíde- 
os. A tradução requer moléculas adaptadoras, os 
tRNAs, que reconhecem códons e Inserem aminoá- 
cidos em suas posições seqüendais apropriadas no 
poüpeptídeo. 

As seqüêndas de base dos códons foram deduzi- 
das de experimentos que usaram mRNAs sintéticos 
de composição e scqüência conhecidas, O código 
genético ú degenerado: ele possui palavras-código 
múltiplas para aproximadamente todos os aminoá- 
cidos. A terceira posição em cada códon é muito 
menos específica do que a primeira c a segunda, e se 
diz que é oscilante. As palavras do código genético 
padrão são universais em todas as espécies, embora 
algumas divergências menores existam na mitncón- 
dria e em alguns poucos ofganismos unicelulares. 

O aminoácido iniciador, JV-formilmetionina nas 
bactérias e metionina nos eucaríotus, é codificado 
por AUG. O reconhecimento de um AUG específi- 
co, como o códon de iniciação, requer um sinal de 
iniciação rico em purína (a seqílência Shine-Dal- 
gamo) do lado 5 r do AUG. As trincas UAA> UAG e 
LGA são sinais para terminação da tradução. A sín- 
tese das proteínas ocorre nos ribussomos. As bacté- 
rias possuem ribussomos 7GÜ, com uma subunida- 
de grande (SOS) e uma sub unidade menor (30S). 
Üs ribossomos eucarióficos são significativamente 
maiores (8GS) e contêm mais proteínas que os ri- 
bossomos bacterianos, 

A síntese de proteínas ocorre em cinco etapas. 
Na etapa 1, os aminoácidos são ativados por ami- 
noacil-tRNA sintetases específicas no citosoL Essas 
enzimas catalisam a formação de aminoacil-tRNAs, 
com a clivagem simultânea do ATP em AMP e PPj, 
A fidelidade da síntese de proteínas depende da 
acuidade dessa reação, e algumas dessas enzimas de- 
sempenham etapas de revisão em sítios ativos se- 
parados. 

Os RNAs de transferência possuem de 73 a 93 
unidades nucleotídicãs, algumas das quais possu- 
em bases modificadas. Eles possuem um braço ami- 
noácido com a sequência terminal CCÀ(3 r ), ao qual 
um aminoácido é esteri ficado, um braço antícódon, 
um braço Tv|/C e um braço D; alguns tRNAs possu- 
em um quinto braço. O antícódon de um tRNA è 
responsável pela especificidade da interação entre o 
aminoacil-tRNA e o códon complementar do 
mRNA. 0 crescimento dos polipeptídeos nos ribos- 
somos começa com o aminoácido aminoterminal e 
prossegue, por adições sucessivas de novos resídu- 
os, até a extremidade carboxiterminal. 

Nas bactérias, o aminoacil-iRNÀ iniciador, em 
todas as proteínas, é a N r -formilmeEionina-tRNA IWct . 
A iniciação da síntese de proteínas (etapa 2) envol- 
ve a formação de um complexo entre a subun idade 
ribossõmica 30S, o mRNA, o GTP, a flVlet-tRNA 1 ^ 
três fatores de iniciação e a subunidade 5GS; o GTP 


é hidrolisado em GDP e P|. Nas etapas de alonga- 
mento (etapa 3), o GTP e os fatores de alongamen- 
to são requeridos para a ligação do aminoacil-tRNA 
que chega ao sítio amínoacila do ribossomo, Na pri- 
meira reação de transferência peptídica, o resíduo 
fMet é transferido ao grupo amino do aminoacil- 
tRNA que chega. A movimentação do ribossomo 
ao longo do mRNA tTansloca, então, o dipeptidil- 
tRNA do sítio A para o sítio P, um processo que re- 
quer a hidrólise do GTP. Os tRNAs deacilados dis- 
sociam-se do sítio E ribossômico. Depois de mui- 
tos de tais ciclos de alongamento, a síntese da cadeia 
polipeptídica é terminada (etapa 4), com a ajuda de 
fatores de liberação. Pelo menos quatro ligações fos- 
fato de alta energia são requeridas para gerar cada 
ligação peptídica, um investimento energético re- 
querido para garantir a fidelidade da tradução, 

Na etapa 5 da síntese de proteínas, os polipeptí- 
deos enrolam -se em suas formas tridimensionais 
ativas. Muitas proteínas são ainda processadas por 
reações de modificações pós-traducionais. 

Depois da síntese, muitas proteínas são direcio- 
nadas para localizações específicas da célula. Um 
mecanismo de endereçamento envolve uma se- 
qüência sinalizadora peptídica, geralmente encon- 
trada no aminoterminal de uma proteína recém- 
sintetizada. Nas células eucarióticas, uma classe 
dessas seqüêndas sinalizadoras é reconhecida e li- 
gada por um complexo grande de proteína -RNA, 
chamado de partícula de reconhecimento da sina- 
lização (SRP), A 5RP liga-se à sequência sinaliza- 
dora assim que ela aparece no ribossomo e transfe- 
re o ribossomo inteiro e o polipeptídeo incomple- 
to ao retículo endoplasmático. Os polipeptídeos 
com essas seqüêndas sinalizadoras são movidos 
para a luz do retículo endoplasmático, á medida que 
são sintetizados; Lá, eles podem ser modificados e 
transportados para o complexo de Golgi, e, então, 
selecionados e enviados aos lisossumos, à membra- 
na plasmática, ou às vesículas transportadoras. Pro- 
teínas endereçadas às mitocôndrias e cloroplastos 
nas células eucarióticas e para a exportação nas 
bactérias também fazem uso de uma seqüáncia si- 
nalizadora aminoterminal. Outros sinais de ende- 
reçamento conhecidos incluem carboidratos e ca- 
racterísticas estruturais tridimensionais das prote- 
ínas chamadas de sinais embutidos. Algumas 
proteínas são importadas para dentro das células 
por endocitose, mediada por receptores. Esses re- 
ceptores são, também, usados por algumas toxinas 
c vírus para ganhar acesso às células. 

As proteínas são, eventualmente, degradadas por 
sistemas proteolíticos especializados, presentes em 
todas as células. Proteínas defeituosas e aquelas des- 
tinadas à rápida degradação são, geralmente, degra- 
dadas por um sistema pioteolítico dependente de 
ATP. Nas células eucarióticas, as proteínas a serem 
quebradas por esse sistema são primeiro marcadas 
pela ligação de uma proteína altamente conservada, 
chamada de ubiquitina. A proteó li se dependente de 
ubiquitina é crítica para a regulação de muitos pro- 
cessos celulares. 
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Problemas 


1. Tnduçio do RN A mcnsagcírti. Prediga an seqiiíncias dt 
umiiijDÉdjdtM doi peptldeoH formados pdojtÍboi»oínos,em 
resposia àn legüintw scqtlineias de mRNAs, assumindo 
que a janda de leitorn começa com as tris primeira-n Imsch 
em eada seqüincia, 

(a) GGUC AGUCGCUCCU C AU U 
fb> UU GGAUGGGCCAUAAUU UGCL 1 
fc) GAUGAUGGCUGUUGCUAC 

(d) auggacgaa 


2, Quantas ^eqüSnciás de ntRNAs dlfercnies podem es- 
pecificar uma &eqÜ6oda de amlnoáddos? Eicrevu tndas 
as possíveis seqüineías de mRNA L]ue podem codificar u 
segmento trlpepttdeo simples l,eu-Mci- r J\r. Á sua res- 
posta lhe dar£ uma idüa do n úmero dc posstvds mKNAs 
que podem ctidiikar um poJipcptídeo. 

3. A srqíiincia de hase de um mRNA potfc *rr pncdila a 
pari i r da stq uinei a dc amiimáddos do aeu produto poli- 


*1 
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qüêncta sinalizadora aminoterminal requerida para a se- 
creçào. Sé a PíoOmpA purificada for desnaturada com 
uréia BMéí uréia for, então, removida (por exemplo, 
passando a solução de proteína rapidamente através de 
unta coluna de filtração), a proteína pode ser transloca- 
da através de membranas internas bacterianas isoladas 
in vííro. Hntretanto, a translocação torna-se impossível 
se for permitido à ProOmpA incubar por algumas horas 
na ausência da uréia. Além disso, a capacidade para a 
translocação é mantida por um período prolongado, se a 
ProÜmpA for incubada na presença de uma outra pro- 
teína bacteriana, chamada de fator de desencadeamento. 
Descreva a provável funçio desse fator. 

15. Capacidade codificadora de proteína de um DMA vi- 
rai. O genoma de 5 . 3 Só pares dc bases do bacterlófago 
1 ) 1 X 174 (veja Fig. 27- lü) inclui os genes para lí? proteí- 


nas, designadas de A a K, com tamanhos mostrados na 
tabela a seguir. Quanto DMA seria requerido para codi- 
ficar essas proteínas? Como vocé poderia reconciliar o 
tamanho do genoma do tjjXl 74 com sua capacidade co- 
dificadora de proteína? 


Proteína 

Número de resíduos de aminoácidos 

A 

455 

B 

120 

C 

B6 

D 

152 

E 

91 

F 

427 

G 

175 

H 


J 

3S 

K 

56 


CAPÍTULO 28 


Regulaçao da Expressão Gênica 


Apenas uma fração dos 4.000 genes de um genoma bacteriano 
típico ou dos 100,000 genes estimados do genoma humano é 
expressa num dado tempo. Alguns produtos gènicos estão pre- 
sentes em quantidades muito grandes nas células: os Fatores de 
alongamento necessários para a síntese de proteínas, por exem- 
plo, estão entre as proteínas mais abundantes da bactéria, e a 
ribulose l ,5-bifosfato carboxílase/oxigenase (rubisco) das plan- 
tas e bactérias fbtossíntetizantes é a enzima conhecida mais abun- 
dante na biosfera. Outros produtos gènicos são necessários em 
quantidades muito menores; por exemplo, uma célula pode con- 
ter apenas poucas moléculas das enzimas que reparam lesões 
raras no DMA, As necessidades para um certo produto génico 
podem também se alterar com o tempo. A necessidade das enzi- 
mas, em certas viás metabólicas, pode crescer ou diminuir, à 
medida que as fontes de alimentos se alteram ou se esgotam. 
Durante o desenvolvimento de um organismo multicelular, al- 
gumas proteínas que influenciam a diferenciação celular estão 
presentes apenas por um tempo curto e num pequeno subcon- 
junto das células de um organismo. À especialização da Função 
celular pode afetar dramaticamente a necessidade de vários pro- 
dutos gènicos; um exemplo é a inusitada alta concentração da 
hemoglobina nos eritrócitos. Dado ao alto custo da síntese de 
proteínas, a regulação da expressão genica é essencial para a cé- 
lula fazer o melhor uso da energia disponível. 

À concentração celular de uma proteína é determinada por 
um delicado balanço de, pelo menos, sete processos, cada um 
possuindo vários pontos potenciais de regulação: 

1. Síntese do transcrito primário do RNA. 

2. Processamento pós-transcrição do mRNA. 

3. Degradação do mRNA. 

4. Síntese pratéica (tradução), 

5. Modificações pós- tradução das proteínas. 

6. Degradação das proteínas. 

7. Endereçamento e transporte de proteínas. 

Esses processos estão resumidos na Figura 28 1. Examinamos 
vários desses mecanismos nos capítulos anteriores. A modifi- 
cação pós-transcrição dos mfíNAs por processos como padróes 
de emenda alternativa (veja Fig. 26-2 lb) ou a edição do RNA 
(veja Adendo 27-1 ) pode afetar quais proteínas serão produzi- 
das de um transcrito de mRNA e em que quantidades. Uma 
variedade de seqüèncias de nucleotídeos pode afetar a velocida- 
de pela qual um mRNA é degradado (pág. 793), Muitos fatores 
afetam a velocidade pela qual um mRNA é traduzido numa 
proteína, bem como influenciam a modificação pós-tradução, 
o endereçamento e finalmente a degradação dessa proteína 
(Capítulo 27). 

Este capítulo focaliza principalmente a regulação da inicia- 
ção da transcrição, embora alguns aspectos da regulação da tra- 
dução sejam também descritos. Dos processos regulatórios ilus- 



(b) 


Defcitus nu regulação da expressão genica podem alterar o pro- 
grama do desenvolvimento de um organismo. Um exemplo é 
esta mutante bitór&x da Prpjopfuífl mdfl/rojfíjsícr com um con- 
junto extra de asas. (a) Estrutura do corpo norma], (b) Mutante 
horncótica [bitórax] na qual um segmento se desenvolveu Ln- 
cornefamcntc para produzir um conjunto extra de asas. 


trados nu Figura 28-1, aqueles operando no nível da iniciação 
da transcrição são os mais bem documentados e mais comuns. 
Como em Lodos os processos bioquímicos, o lugar mais eficien- 
te para a regulação é o início da via. Entretanto, sintetizar ma- 
cro moléculas i n In rm acionais é tão extraordinariamente caro que 
as células desenvolveram mecanismos elaborados para regular o 
processo. Os próprios processos regulatórios podem envolver 
um considerável investimento de energia química. 

O controle da iniciação da transcrição permite a regulação 
sincronizada de genes múltiplos que codificam produtos com 
atividades interdependentes. Pot exemplo, quando o seu DNA 
for intensamente lesado, as células bacterianas requerem um 
aumento coordenado no nível de muitas enzimas envolvidas no 
reparo do DNA. Talvez a forma de coordenação mais sofisticada 
ocorra nos circuitos reguladores complexos que guiam o desen- 
volvimento dos eucaríotos multicelulares. 

Começaremos pelo exame das interações entre as proteínas 
e o DNA, que são a chave para a regulação transcrícional. Em 
seguida, discutiremos certas proteínas que regulam a expressão 
de genes específicos, primeiro entre as células procarióticas e 
depois nas cucari óticas. Incluídos na discussão estão vários me- 
canismos diferentes que permitem às células regularem a ex- 
pressão gènica e coordenarem a expressão de genes múltiplos. 
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Traitscriçlo 


Transcrito *\/\S /VWW 
primário 

Processamento I 
pàs-transcrídonal I 

iriRNA maduro f \AA/VV 
Tradução 


Protcina 

(inativa) 


Nuclcottdeo* 



Degradação 
de proteínas 


1 Endereçamento de 
proteína e transporte 

Figura 28-1 - Sete processos que afetam a concentração, estacionária de 
uma proteína, Cada processo possui vários pontos de regulação potencial 


Princípios da Regulação Gènica 

Genes para os produtos que são requeridos durante todo o tem- 
po são expressos em níveis mais ou menos constantes em prati- 
camente todas as células de uma espécie ou organismo. Genes 
para as enzimas das vias metabólicas centrais» tais como os do 
ciclo do ácido cítrico» estão nesta categoria e são frequentemente 
referidos como genes da economia doméstica. A expressão inva- 
riável de um gene é chamada de expressão gênica constitutiva. 

Os níveis celulares de alguns produtos gênicos se elevam e 
caem em resposta a sinais moleculares; esta é a expressão genica 
regulada. Produtos gènicos que aumentam sua concentração soh 
circunstâncias moleculares particulares são referidos como in- 
duzíveis, e o processo de aumento da expressão do gene é cha- 


mado de indução. A expressão de muitos genes» que codificam 
as enzimas de reparo do DNA, por exemplo» é induzida em res- 
posta aos altos níveis de lesão do DNA. Contrariamente, os pro- 
dutos gênicos que diminuem sua concentração em resposta a 
um sinal molecular são referidos como reprimíveis, e o decrés- 
cimo na expressão gênica é chamado de repressão. Por exemplo, 
a presença de amplos suprimentos do aminoáddo triptofano 
leva à repressão dos genes das enzimas que catalisam a biossin- 
tese do triptofano na bactéria. 

A transcrição é mediada e regulada por interações proteína- 
DN A» especial mente envolvendo os componentes da RNA poli- 
merase (Capítulo 26). Consideraremos primeiramente como a 
atividade da RNA polimerase é regulada, e procederemos a uma 
descrição geral das proteínas que participam neste processo. 
Examinaremos, então, as bases moleculares para o reconheci- 
mento das sequências especificas do DNA por proteínas de liga- 
ção ao DNA. 

A RNA polimerase liga-se ao DNA nos promotores 

A RNA polimerase liga-se ao DNA e inicia a transcrição cm síti- 
os específicos do DNA, chamados de promotores (veja Fig. 26- 
5)» geralmente encontrados próximos ã posição onde começa a 
síntese do RNA no DNA molde. A regulação da iniciação da 
transcrição frequentemente impõe alterações em como a RNA 
pqlimerase interage com um promotor. 

As seqüéncias dos nucleotídeos dos promotores variam con- 
sideravelmente, influenciando a afinidade de Ligação das RNA 
polimerases e» portanto, a frequência da iniciação da transcri- 
ção, Alguns genes da E eufi são transcritos uma vez a cada se- 
gundo» outros menos de uma vez em cada geração celular, Mui- 
to dessa variação se deve simplesmente às diferenças nas seqüên- 
das dos promotores. Na ausência de proteínas reguladoras, 
diferenças nas seqüéncias de dois promotores podem afetar a 
freqüència da iniciação da transcrição por fatores de 1,000 ou 
mais vezes, A maioria dos promotores da K coli possui uma se- 
qüência próxima de um consenso (Fig. 28-2). Mutações que se 
afastam da sequência consenso usualmenle diminuem a função 
promotora; ao contrário, mutações que se aproximam ao con- 
senso usual mente aumentam a funçào promotora. 

Embora os genes da economia doméstica sejam expressos 
constitutivamente, as concentrações celulares das proteínas que 
eles codificam, entretanto» variam amplamente. Para esses ge- 
nes, a interação RNA polimerase-promotot influencia fortemen- 
te a velocidade da iniciação da transcrição; diferenças nas se- 
qüências do promotor permitem à célula sintetizar o nive! apro- 
priado de cada produto gênico da economia doméstica. 

A taxa basal de iniciação da transcrição nos promotores dos 
genes que não são da economia doméstica é também determi- 
nada pela sequência promotora» mas a expressão desses genes é» 
além disso» modulada pelas proteínas reguladoras. Estas proteí- 
nas frequentemente agem aumentando ou interferindo na inte- 
ração entre a RNA polimerase e o promotor. 



Região -35 


Região -30 

1 Sitia dn início do RNA 

Elemento UF 

TTGACA [ 

Nn 

| TATAAT | 

1 


mRNA 


Figura 28-2 - Sequência consenso para muitos promotor» da E c otf N indica qualquer nucleotideo. A maioria das substituições de bases 
nas regiões -10 e -35 tem um eferto negativo na função promotora. Alguns promotores também tnduem o elemento UP (veja Fig. 26=5}. Por 
convenção, as seqüéncias de DNA são mostradas como se ocorressem na fita não-molde. com o terminai 5' à esquerda. Os nucleotídeos slo 
numerados a partir do sítio de rnldo da transcriçSo, com números positivos para a direita (na direção da transcrição) e números negativos para 
a esquerda, 
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As sequências dos promotores eucarió ticos são mais variá- 
veis do que a sua contrapartida procariotica (veja hg. 26-8). As 
tr és kS \ polimerases eucariólicas usualmente requerem um 
dispositivo de fatores de transcrição gerais a fim de se ligar a um 
promotor Entretanto, da mesma forma que a expressão genica 
procarióiica, o nível basal da transcrição é deterntimdo pdo efei- 
to da sequência do promotor na função da RN A polimerase e de 
seus fatores de transcrição associados. 

A iniciação do transcrição é regulada por proteínas 
que se ligam aos promotores ou próximo a eles 

Pdo menos, três tipos de proteínas regulam a inidaçàõ da trans- 
criçiui pela RN A polimerase: fatores de especificidade alteram a 
especificidade da RN A polimerase para um certo promotor ou 
conjunto de promotores; rcpressores impedem o acesso da RNA 
polimerase ao promotor; c aiivadores aumentam a interação 
RN A- promotor. 

Introduzimos os fatores de especi fiçidade procarióticos no 
Capitulo 26 (veia Fig. 26*4), embora Lá eles não tenham recebido 
esoc nome. A s ubunktade Q da holoendma da RNA polimerase da 
£ catí i um fator de espcti fic idade que medeia o rcamheamen to 
c a Ligação ao promotor, A maioria dos promotores da £ cpíí é 
reconhecida por uma única suhunRhde a Af r 70.000 >, chamada 
de ff* s , Sób algumas condições» notavelmente quando as bactérias 
estão submetidas ao estresse térmico, algumas das subun idades 
tr 711 são substituídas por ouln> fator de especificidade (M r 32,000 ), 
chamado de cr 33 (pág, 772), Quando ligada ao cr' 3 , a RNA polime- 
rase é direcionada a um conjunto de promotores especializados 
com uma seqüênria consenso diferente [Fig, 28*3), Bses promo- 
tores controlam a expressão de um conjunto de genes que codifi- 
cam a resposta ao choque térmico, Dessa forma, por meio de alte- 
rações nj afinidade de ligação da polimerase» que a direcionam a 
promotores diferentes, um Conjunto de genes relacionados é re- 
gulado ooo rdenadamente Nas céiulas eucariolicas, aJgum dos fa- 
tores <k transcrição gerais, em particular a proteína de ligação 
TàTà, podem ser considerados fatores de especificidade, 

StUodo noa 

T d» RNfl 

Figura 28-3 - Sequência consenso para os promotores que regu- 
lam a expressão dos genes do choque térmico na £, to ti E&te siste- 
ma responde ao aumento de temperatura, hem como a alguns outros, 
estresses ambientais, e en volve a indução de um conjunto de proteínas. 
A ítgaçáo da RNA poi imçrase aos promotores do choque térmKo e mediada 
por uma subuntiade o especializada da polimerase. <**', que substitu a 
o“ no cornplexú de miciação da RNA polimerase 


4a). A iniciação da tran.scriçáo pode, então, prosseguir sem inter- 
rupções. Em outros casos, a interação entre um repressor inativo 
e a molecuh sinal força o repressora se Ligar ao operador ' Fig. 28* 
4b L Nas células eucariótkas» o sitio de Ligação para um repressor 
pode «lar um pouco distante do promotor, a ligação tem o mes- 
mo efeito que nas cduUs bacterianos: inibindo a montagem ou a 
atividade do complexo dc transcrição no promotor 

(Xativadores íomecein um contraponto molecular aos repees- 
sonesj eles ligam-se au DNA e aumentam a atividade da RNA poli- 
merase cm um promotor - regulação positiva, Sítio* de ligação 
dov atiradores estão ff eqüen temente adjacentes aos promotores que 
são ligados fracamente ou mesmo nào ligados pela polimerase so- 
zinha, de forma que pouca transcrição ocorre mi ausência do ati- 
vado r, Alguns ativado res cucar [ó ticos ligam -se a sítios de DNA 
chamados de intensificado res ( ‘■enhaiicers'*) que estão bastante 
distantes do promotor, influenciando a taxa de transcrição em um 
promotor que pode estar localizado a milharei de pares de bases 
distante Alguns atiradores estão normalmenle ligados ao DNA, 
aumentando a transcrição até que a dissociação do atirador e de- 
sencadeada pela ligação de uma molécula sinalizadora (Fig. 
28 -4c ). Em outros casos, o ai irador se liga ao UNA apenas depois 
áà interação com unta molécula sinalizadora thg, 28-4d), Mole 
cula* sinalizadoras podem, |mrtanro. aumentar ou diminuira trans- 
crição, dependendo de como cias afetam o alivador. A regulação 
positiva é partkularmentc- comum nos eucariotos, e é mais com- 
plexa do que nos procarioío*, como veremos. 

A maioria dos genes procarióticos são regulados em 
unidades chamadas de operons 

As bactérias possuem um mecanismo geral simples para a coor- 
denação da regulação de genes que codificam produtos envolvi - 
dm num cnniunlo dc processos rrfacionjiiuv estes genes são 
agrupados no cromossomo e transcritos j untos, A maioria dos 
mRNAí procarióticos t poÜdstrónico — genes múltiplos num 
únko transcrito — e o promotor único que inicia a transcrição 
do agregado é o sitio de regulação para a expressão de todos es- 
tes genes. O agrupamento de gmes e o promotor, mais os se- 
quências adicionais que funcionam j untas na regulação, são cha- 
mados dc operou ( Fig. 28-5), São comuns operons que incluam 
de 2 a 6 genes transcritos como uma unidade; alguns operons 
contêm 20 uu mais genes, 

Muitos dos princípios da regulação da expressão genica de 
p roca riu tos foram primeira mente definidos por estudos da regu- 
lação do metabolismo da lactose na E. cotú que pode usar a lactose 
como fonte única de carbono. Em l%0. Françms Lacob e Jac- 
ques Monod publicaram um pequeno trabalho em Proceedíngs 
0 f íht Fntruh A£aáemy úf Sctenciís, que descrevia como dois ge- 


Os repressores hgam-sc i sítios específicos r»ó DNA Nas cç- 
Lubs pnocariótkas, tais súhh de Ligação, chamados de operado- 
res, esUu geralmente próximos a um promotor. A ligação da RNA 
polimerase, ou a sua movimentação ao longo do UNA após a 
ligação, é bloqueada quando O repressor estiver presente, A regu- 
lação por meio de uma proteína repressora que bloqueia a trans- 
crição é referida como regulação negativa. A ligação do repressor 
ao UNA é regulada por um sinal molecular [algumas vezes, cha- 
mado dc efetor), usual men (e, uma pequena molécula ou uma 
proteína que se Liga ao reprc&sor e causa uma alteração confor- 
ma ciofuL A interação entre o repressor e a moüécuta sinal pode 
levar tanto a um aumento quanto j> uma diminuição na transcri- 
ção. Em alguns casos» a alteração conformacionaJ resulta na dis- 
sociação de um repmsor ligado ao operador nu DNA (Fig. 28- 
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Regulüçàu negiitiví Rc^uI.u^Hp peaitiva 

( repre.ssor ligado inibe a tnin&crLçljUd (ativadur ligado facilita a transcrição) 




Figura 28-4 - Padrões comuns de regularão da iniciarão da transcrição Dqps tipos de regulação negativas estio ilustrados ía} O 
repressor (em vermelho) está ligado ao operador na ausência do sinal molecular; o sinal externo provoca a dissociação do repnessor para 
permitir a transcrição, (h) O repressor estâ ligado na presença do sinal: o repnessor dissocia-se e a transcrição ocorre quando □ sinal for 
removido. A reguingo positiva £ mediada por genes ativadores. Novamenie dois tipos ilo mostrados, (c) 0 átivador tem verde) liga-se na 
ausência do s*nal moiecuiar e a transcrição prossegue, guando o sinal ê adicionado, o ativador dissooa-se e a transe nção ê inibida, (tf) O 
atFvadcK iiga-se na presença do sirtah ete dissooá-se apenas guando o smaí for removido. Observe que as regulações “negativa" e “positiva" 
sá-a definidas peto Tipo cta proteína reguladora envolvida a proteína iiçjddd ou faolita ou imbe a transcrição Em quakiuer caso, a adição do 
smaJ rnotecular pode aumentar ou dirmtiur a transcrição, dependendo do seu efeito na prolema reguladora 


Figura 20^S - Operon praariótko represen- 
tativo Oi genes A, e e C são transemos num 
mfiMA pofccstrônco Sequências reguladoras 
tiptas nduem os sitos de Igaçáo para proteí- 
nas que ativam ou reprmem a tra^seção a 
padf do promotor 


Sitio de ligação 

Sítio de ligação do rq^saoc 

óü ativador (operador) 
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nes adjacentes, envolvidos no metabolismo da lactose, eram re- 
gulados coordena dam ente por um elemento genético locali- 
zado numa extremidade do agregado de genes, Os genes eram 
aqueles paru a jü- galiictosida.se, que diva a lactose em galaclose e 
glicose, e a galados ideo permease, que transporta a lactose para 
dentro da célula (Fíg, 28-6). Os lermos “operon" e “operador 11 
foram introduzidos pela primeira wt nesse trabalho, Com o 
modelo do operon, a regulação gênica poderia* pela primeira 
vez, ser considerada em termos moleculares. 

O operon ti it está sujeito à regulação negativa 

O operon da lactose ilW] (Fig, 28-7a) inclui os genes para a j3- 
galactosLdase (Z), • galactosídeo permeasc (Y) e a tiogalactosi- 
deo tramacctilase (A), cuja função fisiológica ainda i incerta. 


Cada um dos ti-és genes é precedido pur síiias de ligação de ri- 
bossomos (não mostrados na Fig. 28*7) que direcionam índe- 
pendentemente a tradução daquele gene (Capítulo 27)* A regu- 
lação do operon Jdc segue o padrão resumido na Figura 28-4a. 

O estudo de mutantes do opemn foc revelou alguns detalhes 
do funcionamento do sistema regulatório dos operons. Na au- 
sência da lactose, os genes do operon toe estão reprimidos. Mu- 
tações no operador ou em outro gene, o gene I, levam à síntese 
constitutiva dos produtos gênicos. Quando o gene 1 estiver de- 
feituoso, a repressão pode ser restaurada introduzindo um gene 
funcional 1 na célula ou numa outra molécula de DMA, demons- 
trando que o gene 1 codifica uma molécula d i fusível que causa a 
repressão. Essa molécula provou ser uma proteína, agora cha- 
mada de repressor Lac, um tetrâmero de monômems idênticos. 
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Figura 28-6 - O metabolismo da lactose na t coll A captãçao e o 
metabolismo da tactose requerem as atividades da galactosfdeo pemiease 
e da p-galactosidase. A conversão da lactose em ablactose pela transgko 
silaçâo é uma reação menor também catalisada pela p-galactosidase 


O operador ao qual ele se liga mais for tumente (chamado de O *} 
encontra -se ao lado do sítio de inicio da transcrição í Fíg.- 28- 
7a). O gene 1 é transcrito a partir do seu próprio promotor ÍP| )* 
independenteiriente dos genes do operem lac* O operou lac pos- 
sui dois si t los de ligarão secundários para o repressor Lac, algu- 
mas veies referidos como pseudo- operadores, porque des não 
sio absoluta mente requeridos para a função operadora. Um (0>) 
está centrado próximo à posição +410, dentro do gene que co- 
difica a p-gaiaaoskLase (Z); o outro (O* ) está próximo a posi- 
ção -90, dentro do gene L Para reprimir o opcron, o repressor 
lac parece ligar-se tanto ao operador principal e um dos sítios 
secundários, com o DNA interveniente, fazendo uma alça (Fig. 
28-7b, c), Qualquer um dos arranjos de ligação bloqueia o iní- 
cio da transcrição, 

Apesar desse elaborado complexo de ligação, a repressão não 
é absoluta. A Ligação do repressor Lac reduz a velocidade da ini- 
ciação da transcrição por um fator de 1.(300. Se os sítios Ü : e O, 
forem eliminados por deleção ou mutação, a Ligação do repres- 
sor apenas ao sitio O] reduz a transcrição cerca de 100 vezes. 
Mesmo no estado reprimido, cada célula possui algumas molé- 
culas da (J-galactosidase e da galado* ideo permea se, presumi- 


velmente sintetizadas nas raras ocasiões em que o repressor dis- 
socia-se transitoriamente dos operadores. Esse nível de trans- 
crição basal é essencial para a regulação do operon. 

Quando as células são providas com lactose, o operou lac é 
induzido. Uma molécula indutora I sinal I liga-se a um sino es- 
pecífico no repressor Lac. causando uma mudança confnrmacio- 
ftal ÍFig. 2&-7d) que loa ã dissociação do repressor do operador. 
O indutor no sistema do operon Lu não é a própria lactose* m« 
sim um isômero da lactose chamado de alolactose (Fig. 28-6}. 
Depois de entrar na célula da £ coíi (por meio de motécultt de 
permease existentes), a lactose e convertida em alolactose por 
uma das poucas moléculas de {Ugaiacto^dase existentes. A libe- 
ração do repressor Lac, causada pela alolactose, permite que os 
genes do operon lac sejam expressos e leva a um aumento de 
1,000 vezes na concentração da |3- gala ctosid ase, 

Vários |3- gala cios Éticos eslruturalmente relacionados à alc- 
lactosc são indutores do operon lac , mas não são substratos da 
|l-galactosidase; outros são substratos, mas não são indutores. 
Um indutor particular mente efetivo e nao metabolizávcl do ope- 
ron lac, que é freqüentetnente usado experimental mente, ê a 
isapropiltiogalactosfdeo íIFTC)* Um indutor que não conse- 
gue ser metabolizãvel permite aos pesquisadores explorarem a 
função fisiológica da lactose como fonte única de carbono pari 
o crescimento, separada da sua função na regulação da expies 
são gémea. 
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Além de uma multidão de operons, agora conhecidos, nas 
bactérias, uns poucos opero ns políeistrànieos foram encontra- 
dos em células de eucariotos inferiores. Nas células dos eucarío- 
tos superiores, entretanto, quase todos os genes sâo transcritos 
separadamente. 

Os mecanismos pelos quais os operons $ao regulados per- 
dem variar significativa mente do modelo simples apresentado 
na Figura 28-7. Mesmo o operon lac é mais complexo do qitr foii 
apresentado aqui. com um alivador também contribuindo para 
o esquema geral, como será descrito posteriormeme neste capí- 
tulo. Ames de qualquer discussão sobre os níveis de regulação 
da expressão dos genes, examinaremos as interações molecula- 
res críticas entre as proteínas Ügantcs do DNA (como represo- 
res e atiradores) e as sequências específicas no DNA *s quais 
das se ligam. 

Proteínas reguladoras possuem 
domínios discretos de ligação ao DNA 

Proteínas reguladoras geral mente ligam -se a sequências especí- 
ficas do DNA. Sua afinidade: para essas seqüências-alvo t apro- 
ximadamente de IO' 1 a 10* vezes maior do que sua afinidade para 
outras seqüéndas do DNA. A maioria das proteínas reguladoras 
possui domínios discretos de ligação ao DNA, contendo subes- 
t ruturas que interagem íntima e especificamente com o DNA 
Esses domínios de ligação usual mente incluem um ou mais, de 
um grupo rdativamente pequeno de motivos estruturais carac- 
terísticos e reconhecidos- 
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Figura 28-7 - O operon foc (■) Q operon iat no estado reprimido. O gene I codifica o repressor Uc Gs genes JacZ, VíA codificam a JJ-gaiaclosidase, 
a qjldCloiideo permea» e a transacetiia». Tespeclivamenie P e o promalof pata os genes lac. e P, e d piomotof para o gene I, O, è o operador 
pmcipai para o operem bc. O t * e Gj sáo sitim operadores secundários chamados de psetjPoHDper adores íb) O repiettO* Uc liga-» ao operador 
pnnópai e a um dos pie^o-operadore^ aparentemente lormando uma aÇa no DMA que poderia cobni o rçpressof, como mostrado ícj O lYpressor 
Uc Içasse ao DMA Esta fguu mostra a proreoa (cmza) tgacfe apenas a segmentos descpnpmjose curtos de DNA íazulí idj Alteração conformac«onat 
no repmsscr Lac causada peia kjaçto do indutor artihaai 'SOprop JTJogalactmdeo, rptG, O r Epressor Tetram^nto e mostrado sem iPTG igado (imagem 
Transparente) e cnm o Í*TG ligado (o PTQ ligado não e mostrado, cotima a imagem sOítdai O DMA ligado ã estrutura transparente não esta mostrado 
Quando o IPTG estiver Igaòo e o DMA não estiver Egado. os domimos de ligação ao ONA não são mae def riidos na estrutura do cnstal 


! J ara ligar-se especificamente a seqüênms de DNÀ, as pro- 
teínas reguladoras devem reconhecer características da superfí- 
cie do D NA. A maioria dos grupos químicos que diferem entre 
as quatro bases e permitem a discriminação entre os pares de 
bases são os grupos doadores e aceptores de pomes de hidrogé- 
nio expostos no sulco principal do DMA ( Fig. 28 - 8 1 . c a maio ria 
dos contatos pmtdJUs-PNA que transmitem esp«iikidadç são 
pontes de hidrogênm. Uma notável exceção é a superfície não- 
polar próxima do C5 das pirimidinas. onde a limiria pode ser 
facilmente distinguida da cttosina peto seu grupo medi sobres- 
salente, Os contatos proteína- DMA são também possíveis no sul- 
co secundário do DMA, mas os padrAes dc pontes de hidrogénio 
aqui geralmente não permitem fácil discriminação entre os pa- 
res de bases. 

Dentro das proteínas reguladoras, 05 resíduos de aminnáci- 
dos. cujas cadeias laterais mais frequentemente fazem pontes de 
hidrogénio com as bases do DMA. são aqueles da Asn. Gin. Glu, 
Lyi e Arg. Há um código de reconhecimento simples em que um 
jmmnicido particular ott sanpft parra do com uma Certa base? 


As duas pontes de hidrogénio que se podem formar entre a G3n 
ou Asn e as posições V* e N-7 da adenina nio podem se ftirmar 
com qualquer outra base, Um resíduo de Arg pode formar, se 
melhanlemenle, duas pontes de hidrogênio tanto com o K-7 e 
com o 0^ da guamnj ( Fig, 28-9), 

O exame das estruturas de muitas proteínas ligantes do DMA 
tem mostrado, entretanto, que uma proteína pode reconhecer 
cada par de base de maneiras múltiplas, levando á conclusão que 
não existe nenhum código simples aminoácido-base, Para algu- 
mas proteínas, a interação Cln-adenma pode especificar pares 
dc bases À— T, mas em outras uma cavidade de van der Waals 
para o grupo metila da timina pode reconhecer os pares dc bases 
A=T. Os pesquisadores ainda não conseguem examinar a es- 
trulura de uma proteina de ligação ao DMA e inferir a seqüênda 
de DMA ao qual ela se liga, 

Para interagir com bases no sulco principal do DMA. uma 
proteina requer uma estrutura reJaíivammtc pequem que pode 
se salientar estavdmente da superfície da proteína. O domini» de 
ligação «1 DMA das proteínas regulador» tendem a ser pequen os 



Sulco principal 


Sulco principal 




Adníoi— T udísí 


Suko tecundãfui 
Guaniiu=CiltnÍnJ 


Sulco priiicipaL 



Sulco stcundirio 
Tifiiiiw= Adeni na 


Sulco principal 



Citosiiu^Cuaiuna. 


Figura 28 8 - Grupos no DNA disponíveis para a ligação de proteínas Aqu são mostrados os gnfKH ItftUMiaa de todos os quatro panes de 
bases que sáo encontrado» nos sckos pnndpal e setievíárc do DMA Os grupos que podem ser usados para o wonhecsmerrto dos pares de basô 
estão mostrados em vermelho 
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Figura 28-9 - Do*s exemplo* de mleraçòes entre o par de base e anwo- 
áadus especil -co* Que leram observadas nas prole nas que se togam ao 
DMA 


<60 a 90 resíduos de amiTwáádoEshe os motivos estruturais dentro 
Jesses dominíos qtr «ti\ de filio, em contato com O DNA iào 
ainda menor». Proteínas pequenas são frequentemente instáveis 
por causa da sua limitada capacidade de formar camadas de estru- 
tura para esconder grupos hidrotòbtcos ( Capitulo 6, veia pag, 1 24 ). 
Os motivos de ligação ao DNA fornecem uma estrutura estável 
mudo compacta cm urna mane ira para permitir que um segmento 
de proteína se saliente da superfície da proteína. 

Os sitio* de ligação do DNA para a* proteínas reguladora* sáo 
frequentemente repetições invertidas de uma sequência curta de 
DNA (um pallndromo) na qual subumdades múltiplas ( usual men- 
te duas) de uma proteína reguladora Jigam-se croperalivamcnií. 
O repressor Lac é pouco usual no sentido de que ele funciona como 
um tetrâmeró. com dois dimeras mantidos juntos na extremidade 
distante dos sítios de ligação ao DNA (Fig. 2fl-7b). Uma célula da 
E. coli normalmente contém cerca de 20 tetràmems do repressor 
Lac. Cada um dos d í meros amarrados se liga separadamente u uma 
sequência palindrótnka do operador, em contato com 1 7 pares de 
bases de uma região com 22 pares no operon lac (Fig, 2H- 10). E 
cada um dos di meros amarrados pode ligar-se independentemen- 
te a uma -sequência operadora com um deles, geralmente. Ligando- 
se ao G| e o outro ao Ü- ou ao 0 3 ( como na Fig, 28 -7b], A simetria 
da sequência do operador Q, corresponde ao eixo de simetria du- 


plo do* dois pares de subunidade» do represaor Lac. O repressor 
Uc letramérico liga-se ás suas sequências operadoras com uma 
constante de dissociação irr yjvq dc OCTCã de 10 W M. O repressor 
dberimina entre operadores e outras sequências por um fator de 
líf , de forma que a ligação a essas poucas bases entre « 4, 7 mi- 
lhões do cromossomo da £. coli é alia mente especifica. 

Vários motivos de ligação ao DNA foram descritos* mas, 
aqui, focalizaremos dois que desempenham papéis principais na 
ligação ao DNA por proteínas reguladoras: o hélice- volta-hélice 
e o dedo de zinco. Consideraremos também um tipo de domí- 
nio de ligação ao DNA — o homeudomínio — encontrado em 
algumas proteínas eucaiíóttca». 

Hélice- volta-hélice. Este motivo de ligação ao DNA é crucial 
para a interação de muitas proteínas reguladoras procariótieas, 
e motivos similares ocorrem em algumas proteínas reguladoras 
eucariólicas, O motivo hélice- volta- hélice engloba cerca de 2§ 
jniiuoacidos em dois segmentos a -helicoidais de 7 a 9 resíduos 
de aminoacidos de comprimento, separados por uma volta do 
tipo p ( Fig. 28 - 1 0. Esta estrutura, gcíjlmenic, não é estável por 
si; eh é simplesmente a porção reativa de um domínio de liga- 
ção maior ao DNA Uma das duás a - bdicec e chamada de hélice 
de reconhecimento, pdo falo de usual mente conter muitos dos 
aminoáddos que interagem com o DNA de uma maneira se- 
quência-específica, Esta a-h él ice é empilhada em outro» segmen- 
tos. da estrutura da proteína de forma que se salienta da sua super- 
fície. Quando ligada ao DNA, a hélice de reconhecimento é posi- 
cionada dentro w próximo ao sulco principal. O repressor Lac 
possui esse motivo de ligação ao DNA ( Fig 28- 11). 

Dedo de zinco. Dedos de zinco consistem de cerca de 30 resí- 
duos de amirwácidas; quatro dos quais (quatro Cys ou duas Cyi 
e duas His) coordenam um único km de Ztr T , O próprio zinco 
nio interage com o DNA: mais preriumcnle, a coordenação com 
o zinco estabiliza esse pequeno motivo estrutural. Várias cadei- 
as laterais hidrofóbicas no núcleo da estrutura também propor- 
cionam a estabilidade. A Figura 28-12 mostra a interação entre 
o DNA e trés dedos de zinco dc um poNpeptideo único da proteí- 
na reguladora Zif 268 de camundongo. 

Dedos de zinco ocorrem em muitas proteínas eucariótkas 
de ligação ao DNA. A interação de um único dedo de zinco com 
0 UNA é tipicamente fraca* e muitas proteínas de ligação ao DNA T 
como a Zif 268, possuem múltiplos dedos de zinco que aumen- 
tam substancial mente a ligação quando interagem simultanea- 
mente com o DNA. Uma proteína de Ligação ao DNA do sapo 
Xenopus possui 37 dedos de zinco, Hd poucos exemplos conhe- 
cidos de motivos de dedos de zinco nas proteínas procari óticas. 
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Figura 2H0 - ReUções entro a sequência do operador Ikíq promotor (ac As bases sombreadas em t*ge «bem simetr-d dt<te 
tpaíncífdrTinraí em votí do eu® rdtfado peta finha verbtat 
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Figura ZB-11 - Hélice, volta -hélice (a) Dom No de ligação do repressor Lac, com q motivo hélice-volta-hélice mostrado om vermelho e 
laranja. A héke de reconhecimento está em vermelho íb) □ repressor Lat inteiro, com 05 domínios cfe ligaçáo em azul e as a- hélices 
envolvidas na tekamenzaçâü em vermelho O restante da proteína (sombreada em verde) possui os sítios de Ligação para a alúiactose. Os 
aamlnios de I qaçâo da alolâctose estão ligados aos domínios de Ligação ao DNA par mem de hélices rtp ligarão (amarelo) (ç) Imagem 
tridimensional da superfície dq domínio de ligação ao DNA do repressor Lac (cinza) ligado ao DMA (azul) (d) O mesmo domínio de ligação ao 
DNA apresentado em íe), mas separado do DNA„ mostrando as superfícies de interações da kgaçâo. Alguns grupos na proteína e no DNA que 
nteragerr» por meio de pontes de hidnogèmo estão mostrados em vermelho: outros que interagem por meio de interações hidrofàbicas estio 
em taranta Apenas alguns dos grupos envolvidos na «qdérKte de reconheci mento estão motfradds A natureza complementar das duas 
superfícies * evidente 
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Figura 28-12 - Dedos de ztneo Três dedos de zinco {cinza} derivados 
da proteína neguladora Zif 268, completados com o DNA (azul e branco). 
Cada Zn 3 * (vinho) coordena doss resíduos de Mis e dois de Cys. 


A maneira precisa pela qual as proteínas que contêm dedos 
de zinco se ligam ao DNA varia de uma proteína para outra. 
Algumas vezes, os dedos de zinco contêm resíduos de aminoáei- 
dos que são importantes na discriminação da seqüência; em 
outras, parecem ligar-se ao DNA não especificamente (os resí- 
duos de aminoácidos requeridos para a especificidade são en- 
contrados em outro lugar na proteína). Os dedos de zinco tam- 
bém funcionam como motivos de ligação ao RNA — por exem- 
plo, em certas proteínas que se ligam aos mRNAs e atuam como 
repressores traducionais. Este papel será discutido posteriormen- 
te neste capítulo, 

Homeodomínios Um domínio de ligação ao DNA tem sido 
identificado em várias proteínas que funcionam como regu- 
ladores transcricionais, especial mente durante o desenvolvimen- 
to dos eucariotos, Este domínio de 6U aminoácidos — chamado 
de homeodomínio, porque tbi descoberto nos genes homeóti- 
cos, genes que regulam o desenvolvimento da forma do corpo 

— é altamente conservado' e tem sido identificado em proteínas 
de uma grande variedade de organismos, incluindo o homem 
(Fig. 28-13), O segmento de ligação ao DNA do domínio é re- 
lacionado ao motivo hélice- volta-hélice. À seqüência de DNA 
codificadora desse domínio é chamada de seqüência homeo 
(“homeobox”). 

Proteínas reguladoras também possuem 
domínios de interação protein a-proteína 

Proteínas reguladoras contém domínios não apenas para a liga- 
ção ao DNA, mas também para as interações proteína- proteína 

— com a RNA poli mer ase, outras proteínas regulador as» ou 
outras subunidades da mesma proteína reguladora. Exemplos 
incluem muitos fatores de transcrição eucarióticos que funcio- 
nam como ativadores gémeos, que frequentemente se ligam ao 
DNA como dímeros, usando domínios de ligação ao DNA que 
contém dedos de zinco. Alguns domínios estruturais são dedi- 
cados às interações requeridas para a formação do dímero, que 
geralmente é um pré-requisito para a ligação ao DNA. Da mes- 
ma forma que os motivos de ligação ao DNA, os motivos estru- 



Figura 28-13 - Homeodomínio. Aqui está mostrado um honriíMdümi- 
nio ligado ao DNA. Uma das a-hèlices, empilhadas em outras duas. pode 
ser vista projetando-se para dentro do sulco principal, tssa é apenas uma 
pequena parte da proteina Ultrabitôrax (Ubx), envolvida na regulação do 
desenvolvimento na mosca das frutas. 


turais que medeiam as interações proteína- proteína tendem a 
cair dentro de uma de algumas poucas categorias. Dois exem- 
plos importantes são: o zíper de leucina e a hélice-alça- hélice 
básica. Motivos estruturais desse tipo são a base para classificar 
algumas proteínas reguladoras em famílias estruturais. 

Zíper de leucina. Este motivo é uma a-hélice anfipática com 
uma série de aminoácidos hidrofóbicos concentrados num lado 
(Fig. 28-14), com a superfície hidrofóbica formando a área de 
contato entre os dois polipéplídeos do dímero. Uma caracte- 
rística impressionante destas a- hélices é a ocorrência de [.eu a 
cada sete resíduos de aminoácidos» formando uma linha reta ao 
longo da superfície hidrofóbica. Embora os pesquisadores inicial- 
mente pensassem os resíduos de Leu interdigitados (daí o nome 
de "zíper"), hoje sabemos que eles se alinham lado a lacto e que 
as alças de ot-hélke interactantes se espiraüzam em volta da ou- 
tra (formando uma espira espiral ada; Fig. 28- 14b). As proteínas 
reguladoras com ziperes de leucina frequentemente possuem um 
domínio de ligação ao DNÀ separado com uma alta concentra- 
ção de resíduos básicos (Lys ou Arg) que podem interagir com 
as cargas negativas dos fosfátos do esqueleto do DNA. Ziperes 
de leucina têm sido encontrados em muitas proteínas eucarióti- 
cas e em poucas procari óticas. 

Hélice-alça-hélíce básica, Um outro motivo estrutural comum 
ocorre nas proteínas reguladoras eucarióticas implicadas no con- 
trole da expressão gênica durante o desenvolvimento de organis- 
mos multicelulares. Essas proteínas compartilham uma região con- 
servada de cerca de 50 resíduos de aminoácidos, importante tanto 
para a ligação ao DN.A quanto para a dimerização protéica. Essa 
região pode formar duas a- hélices antipáticas curtas unidas por 
uma M alça" de tamanho variável, a hélice-alça-hélice (distinta do 
motivo hélice- volta- hélice associado com a ligação ao DNA), Os 
motivos hélice-alça-hélice de dois polipeptideos interagem para 
formar dímeros (Fig. 28-15). Nestas proteínas, a ligação ao DNA è 
mediada por uma seqüência adjacente e curta de aminoácidos rica 
em resíduos básicos, semelhante à região separada de ligação ao 
DNA nas proteínas contendo ziperes de leucina. 
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Figura 23-14 - Zfperes de leucma (a) Comparação das sequências 
de aminoâcidos de várias proteínas com zlperes de kucina. Observe 
que os resíduos de Leu (L) ocorrem a cada sete resíduos na região do 
zíper r e o número dos resíduos Lys (K) e Arg (R) na regrâo de ligação 
ao DNA. (b) Um zíper de kucina da proteína ativadora GCN4 da 
levedura. Apenas as a-hélices ''ziperadas" (branco e azul-claro), de- 
rivadas das diferentes subunidades da proteína dimárlea, estão 
mostradas. As duas hélices se enrolam em volta da outra numa espi- 
ra delicadamente espi ralada Os resíduos de Leu interactantes estão 
mostrados em vemelho. 



Figura 28-15 - Hél ice-a Iça-hifk*. Aqui esta mostrado o fator de 
transcrição humano Max, ligado ao seu sítio-alvo de DNA. A proteí- 
na ê diméhca, uma subumdade está colorida O segmento de liga- 
ção ao DNA (rosa) emerge com a primeira hélice da hélice-a Iça- hé- 
lice (vermelho). A segunda belide emerge com a extremidade carbo- 
xiterminal da subunidade (púrpura). A interação das hélices da 
carboxitermínal das duas subunidades descreve uma espira espiralada 
muito semelhante àquela do riper de leucina (veja Fig. 2fí-l4b),. mas 
com apenas um par de interações de resíduos de Leu (cadeias late- 
rais em vermelho prdximas do topo) neste exemplo particular, A es- 
trutura global é, algumas vezes, chamada de motivo hélice-aJça-hé- 
lice/ziper de leucina. 
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Mistura da subunldades nas proteínas reguladoras eu- 
carísticas Varias famílias de fatores de transcrição eucariòti- 
cos foram definidas baseando-se numa íntima semelhança es- 
t natural. Dentro de cada família, 05 dímeros podem se formar 
entre proteínas idênticas (um homodimero) ou entre dois tnem- 
bro* diferentes da família (um heterodimero). Uma família hi- 
potética de quatro proteínas de ziperes de leucína diferentes pode 
formar até 10 espécies Jiméricas diferentes. Em muitos casos» as 
diferentes combinações parecem ter propriedades funcionais e 
regulatérias diferemes. 

AJém dos domínios esmiiurais dedicados à ligação ao DNA e á 
dimmzação (ou oltgomeniação ) . muitas proteínas reguladoras 
devem mterâgir com a RNA polímerase, com outras proteínas 
reguladoras não- reboo nadas, ou com ambos. Feio menos, trés 
tipos diferentes de domínios adicionais para interação protet- 
na-proletna lém sido caracterizados iprincipalmente cm euca- 
riotos); rico cm glutamina; rico em profina e em domínios aci 
duos. os nomes refletindo os resíduos de aminoácidos, que são 
especial mente abundantes 

As interações da ligação proteina-DNA são as bases dos in- 
trincados circuitos regulai órios fundamentais para a função gé- 
mea. Voltaremos agora para uma descrição mais detalhada dos 
esquemas rcgulat brios. primeiro, nos procarimos. e depois, nos 
sistemas eucari áticos. 

Regulação da Expressão 
Genica nos Procariotos 

Da mesma forma que em outras áreas da investigação bioquí- 
mica, o estudo da regulação da expressão gênica avançou pri- 
meiro e mais rápido nas bactérias do que em outros organismos 
experimentai*. Qs exemplos da regulação gènica bactéria na apre- 
sentados aqui são escolhidos, entre sistemas bem estudados, em 
parte por causa do seu significado histórico, mas pr incipalmen- 
le porque eles fornecem uma boa visão do alcance dos mecanis- 
mos regulatórios empregados nos procariotos. Muitos dos priri 
ri pios d a regulação gênica dos procariotos são também relevan- 
tes para o entendimento da regukçào da expressão gênica nos 
eucariotos. 

Começamos pdo exame dos opemns da lactose, da arabi- 
nose e do triptofano, Cada sistema possui proteínas regulado- 
ras, ma* os mecanismos gerais da regulação são muito diferen- 
tes. Segue-se uma pequena discussão da resposta SOS na E coli, 
ilustrando como genes espalhados através do genoma podem 
ser regulados coordenadamente. Descreveremos então dois sis- 
tema* procartòitcro de tipos bem diferentes, ilustrando d diver- 
sidade dos mecanismos regublorios dos genes: a regulação da 
si n lese das proteínas ríbossòmicas no nivd da tradução? com 
muitas dos proleinas reguladoras ligando-se ao RN A (em vez do 
DNA), e a regulação de um processo chamado de variação da 
fase na Sufmnudte pela recombi nação genética. 

Primeiro, retornemos ao operon ter para examinar suas ca- 
racterísticas com mais detalhes, 

O operon fac está sujeito à regulação positiva 

As interações operador- repressor- indutor, descritas anterior- 
mente para o operon fítt ÍFig. 28-7), fornecem um modelo ín- 
tuitivamente satisfatório, para uma mudança do tipo l iga r/des - 
ligar, na regulação da expressão gênica, Na realidade, a regula- 
ção do operon raramente é tão simples. O ambiente de uma 
bactéria é muito complexo para os seus genes serem controla- 
dos por um único sinal. Outros fatores, além da lactose, afetam 



Figura 28-16 - Homodmwro C«P Moléculas de lAMP Icjadas «tão 
mostradas em wenndho Observt a cufvaiira do DMA em votta da pro- 
teína A região que mierage com a RNA potimerase eslâ sombreada em 
amarelo 


a expressão dos genes ter, como a disponibilidade de glicose. A 
glicose, metabolizada diretamente pela glkólíse, é a fonte de ener- 
gia preferida da E. coti. Outros açúcares podem funcionar como 
nutriente principal ou único, entretanto, etapas adicionais são 
requeridas para prepará-los para entrar na glicólise, necessitan- 
do a síntese de enzimas adicionais. Expressar genes para as pro- 
teínas que metabolízam açúcares, como a lactose ou arabinose, 
é um despendido se a glicose for abundante, 

O que acontece com a expressão do operon ter quando tan- 
to a glicose quanto a lactose estiverem presentes? Um outro 
mecanismo regulador, chamado de repressão ca tabólka, previ- 
ne a expressão dos genes para o catabolismo da lactose, arabino- 
se e outros açúcares na presença de glicose, mesmo quando estes 
açucares secundários estiverem também presentes, O efeito da 
glicose é mediado por cAMP e uma proteína chamada proteína 
receptora da cAMF, ou CRP ( VàMP receptor protein"; a proteí- 
na é, algumas vezes, chamada CAP — "cat abolite gene uctivator 
protein"). Esse homodímero lsubunida.de M r 22.000) possui sí- 
tios de Ligação para o DNA e o cÀMP. A ligação é mediada por 
um domínio hdke-voha-bélke dcmro do duminin de Ligação 
ao DNA da proteína íFig, 28-16). Quando a glicose estiver au- 
sente. a CRP liga-se a um sitio próximo ao promotor tec (Fig, 
28- 17a) e estimula 50 vezes a transcrição do RNA. A CRP é, por- 
tanto, um demento regulador positivo que responde aos níveis 
da glicose, enquanto o repressor Lac é um elemento regulador 
negativo que responde à lactose. Oi dois agem coordenada men- 
te; a CRP tem pouco efeito no operon ter quando o repressor 
Lac está bloqueando a transcrição, e a dissociação do repressor 
do operador tem pouco efeito na transcrição do operon ter, a 
menos que a CRP esteja presente para facilitar a transcrição — 
quando a CRP não está ligada, o promotor ter do tipo selvagem 
é um promotor relativamente fraco [Fíg. 28-1 7b), O complexo 
aberto da RNA polimerase e o promotor (veja Fig. 26-6) não se 
forma facilmente, a menos que a CRP esteja presente. A CRP 
interage diretamente com a RNA polimerase por meio da sua 
subunidade a. (Fig. 28-16). 

O efeito da glicose na CRP é mediado pelo cAMP (Fig. 28- 
18). A CRP possui um sitio de ligação ao cAMP, e de se liga ao 
DNA mab avidamente quando a concentração do cAMP for alta. 
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Figura 21M7 - Ativação da transcrição do operon toc pela CRP (a) 0 sítio de ligação para. a CRP «ta próxima do promotor Coma no caso do 
operador toe, o sítio dd CRP possui sumetrid dupld (bas« sombreadas em bege) em volta do etro indicado oeia linha interrompida íb) SeqüÊnóa do 
promotor lx comparada com a sequência consenso do promotor. As diferenças significam que a RN A poiimerase se liga fracamente ao promotor iac 
até que a poinmse sep ateada pelo CRP 


Figura 2B-1B - Efeito? combinados da 
glicose e da lactose na expressão do 
operon lac A transcriçáo ocorre apenas 
quando as concentrações da glicose forem 
baixas {de forma que os niveis de cAMP 
sejam altos e a CRP esteja ligada) e as con- 
centrações de lactose forem altas :.de for- 
ma que o repressof Cx não esteja ligado) 
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Na piwnça da glicose,, a concentração do cAMP t inibida e o 
dliixo do cAMP da célula é estimulado. À medida que [cAMP] 
declina, a ligação da CRP ao DMA cai, diminuindo, portanto, a 
expressão do operon lac. A indução forte do opero n !ac, portan- 
to, requer tanto a presença da lactose (para inativar o repressor 
íac) quanto a diminuição da concentração de glicose (para de- 
sencadear um aumento rtü [cAMP) e aumentar a ligação do 
cAMP à CRP). 

A CRP e o cAMP estão envolvidos na regulação coordenada 
de mu sim opero ns, principal mente àqueles que codificam enzi- 
mas para o metabolismo de outros açucaro secundários, como 
a gaJactose e a arabmose. Uma rede de opero ns com um regula- 
dor comum é chamada de regulou. Este arranjo permite mu- 
danças coordenadas nas f un çõo celulares que podem envolver a 
ação de centenas de genes. Esse é um tema importante na regu- 
lação da expressão da rede de genes eucarísticos dispersos. Ou- 
tros regulam bactemnos incluem o sistema gênico do choque 
térmico que responde a alterações na temperatura (pág, 848 ), e 
os genes que sào induzidos na E. coU como parte da resposta 
SOS ã lesão do DNÀ, descrita posteriormente. 

O operon ara submeta-» tanto à regulação positiva 
quanto à negativa por uma Única proteína reguladora 

Um esquema regulador mais complexo é encontrado no operon 
da atabinose tara) da L coii t um sistema que ilustra vários me- 
canismos regulatòrios adicionais. Primeiro, a proteína regula- 


dora AraC exerce tanto o controle positivo como o negativo. A 
ligação de uma molécula smd altera a sua conformação de uma 
forma repressora, que se liga a uma seque iku reguladora do 
DNA, à sua forma alivadora» que se liga a uma sequência dife- 
rente do DMA, com efeitos radkaJmernt: diferentes. Segundo, a 
proteína AraC regula sua própria síntese pela repressão da trans- 
crição do seu próprio gene, um fenômeno chamado de auto- 
regulaçâq. Final mente, os efeitos de algumas scqiléncias regula- 
doras podem ser exercidos a distância, ou seja, essas sequências 
nem sempre são contíguas com os promotores- Sequências de 
DNA distantes podem ser colocadas próximas pela formação de 
uma alça de DNÀ. mediada por interações especificas proteína- 
proteína e protema-UN A. A este respeito, o sistema ara é um 
modelo utii para a expressão génica eucarkR ka, em que a regula- 
ção envolvendo sitio* rela í ivamente distantes no DMA è comum. 

A Ü coii pode usar a arahinose como uma fonte de carbono 
convertendo- a em xilulose-3-fosfato, um intermediário na via 
da pentose fosfato {veja Flg. 15-21). Essa conversão requer as 
enzimas ribulose quinase, arabinose isomerasr e ribulose- 5- fos- 
fato epimerase codificadas pelos genes ãmB„ úftiA e araD, respec- 
tiva mente { Fig. 2B-1 9), O operon ara inclui estes três genes (cha- 
mados coletivamente dc aniBAD), um sítio regulador com dois 
operadores [araO^ e íiruOd, um outro sitio de ligação para a 
proteína reguladora AraC chamado de arai í í de indutora) e um 
promotor adjacente a aml (PmdJ- O promotor nrnOj possui um 
úmcó sitio de Ligação para a proteína AraC; flrtfl £ uraQ.. cada 


858 


a 

IWtí 

I 

I 


drnO| 


Sltío de da CU? 
anxO, 




Pc 

Sltim reguladores 


i, [ «rei 

Mtfi \ 

Pun 


- Genes reatilwk» 




araBAD mRNA 


L-Rihulosc quina&e 


L- A rabino*? 

I L-Ribulnsè 5-@ 

isomrrAK 

epimertK 


j ÇHjOH 


(cntacehduii 


y f j <|h*oh ! 

H— Y - ° H ^ < j ;=0 1 <jr=o * 

È HO— C— H H— C— H— C — OH í==í HO — C — H 

HO— C— H HO — ç— H HO — C — H 0 H — C — OH O 

CHiOH CHjOH CHi— O— P— O CUj — O— P — O' 

t-Anbmosc t-R£buJ«c ^ ^ 


(mliacriularí 


t-RibuJw S-íbc&to 


D-Xí1uJok 5-fcrtfjto 


Figura 2S-19 - O operon ara Os genes e m sítios regula tonos estio descritos no texto O meTaboHmo da arabinose, eatahsadb peías en#mas 
Codificadas pelos genes ara. está esquema [izado na parte inferior da figura O produto f mal desta via, a Q-xríiykw 5 ■ fosfato, é um intermediário na via 
das pentoses fosfato (Capítulos T5 e 20). 


um lendo dois sítios de Ligação f chama dos de meios-sítios) na 
mesma orientação, O gene ardC está próximo e é transcrito $ 
partir do seu próprio promotor {Pc) na direção oposta aos ge- 
nes dmB, AcD,0 sítio de Ligação da CRP está adjacente ao pro- 
motor do operon ura c a transcrição é modulada pdoCRF-cAMP, 
da mesma Forma que no sistema fdc, Neste ponto terminam as 
semelhanças com o sistema reguUlório do iac. 

O papel da proteína AraC n* regulação do operon ara é com- 
plexo íFig. 28-20). Primeiro, quando sua concentração excede 
cercã de 40 cópias por célula, eb regula sua própria sintesr. li- 
gando -se ao dnjO e reprimindo a transcrição do gene aroC, 
Segundo, da age tanto como um regulador positivo como um 
negativo dos genes do dmBAD e, nessa qualidade, Liga-se tanto 
ao âraO] quanto ao arai. 

A regulação peia AraC pode ser resumida considerando dois 
possíveis cenários metabólicos: 

1. A glicose esfít abundante e a arahinose ttão. Nessas condições, a 
proteína dimérica AraC liga-se tanto ao aruO^ quanto a meio 
arai, formando uma alça de DMA de cerca de 2 10 pares de l>a 
ses (Fig. 28 -20b), reprimindo a transcrição dos genes araBAD. 

2. A glicose está presente apenas em níveis baixos , mas a arabi- 
nosr í íJífpppi/vrí, Nessas condições, a CRP-cAMP tomate 
abundante c liga-se ao sítio adjacente à arai. A arabinose tam- 
bém se Liga à proteína AraC» alterando sua conformação. A 
alça de DNA formada pelo homodímero AraC se abre, A pro- 


leína AraC ligada ao d ml agora liga-se a ambos os meios - 
sítios da aml e torna-se um arivador, agindo conrdenada- 
inente com a CRP-cAMP para induzir a transcrição dos genes 
araBAP fFig. 28 -20c). 

Quando tanto a arabinose quanto a glicose estio abundantes, 
ou ambas estio ausentes. O Operon ara permanece reprimido, 
embora o “status* detalhado de virias proteínas reguladoras e 
dos seus sítios de Ligação, nestas condições, não esteja claro, A 
regulação do operon am t rápida e reversível, um exemplo de 
mudança de resposta no nível de regulação gènka. j troca de con- 
dições ambientais. 

MuKos genes para a btosiintese dos aminoácidos 
são regulados pela atenuação da transcrição 

Os 20 aminoácidos- padrão são requeridos em grandes quanti- 
dades para a síntese de proteínas ea£. coli pode sintetizá-los a 
todos. Os genes das enzimas necessárias para sintetizar um cer- 
to aminoácido estão, geralmente, agrupadas num operon e sâo 
expressados toda vez que os suprimentos do aminoácido sejam 
inadequados para os requerimentos celulares. Quando o ami- 
noicido estiver abundante, as enzimas biossintetizantes nãn são 
mais necessárias e o operon é reprimido, 

O operon do triptofano (trp) da E. coli { Fig. 28-21) inclui 
cinco genes para as enzimas requeridas na conversão do corts- 
mato em triptofano. Observe que duas das enzimas catalisam 



859 




íb) 


ÍIJTüOi 

n 


1 

I 


Protciru AiarC 


ü/hOi 


RNÀ Sitia dc ligação dí CRP 

polimcrast 


mi 


rmw/\ 



jy m i 


j 

Pun 


nrwO- 



i I ~r 


Pc Sitio de 

ligação da 


W 


; 1 



anal \ , ___ 

?c Sitio de W Pnd, 

1/ f\S\/\/\J mK + 

da CRP v 

ArabitloK arúBAD mRNA 


Figura - Regulação do aperan ara. (a) Quando a proteína AraC «tiver depletada r o gene araC é transcrito a partir do seu promotor pnúpno, 
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mais de uma etapa na vii. O mRNA do operon JVp possui uma 
meia -vida de apenas cerca de 3min, permitindo à célula res- 
ponder rapidamente às alterações necessárias para «se amíno- 
ácido. O repretsor Trp ê um homodimerc, com cada subuni- 
dade contendo 1 07 resíduos de aminoáddos í Fig. 23-22). Quan- 
do o triptofano for abundante, ele se liga ao repressor Trp, 
provocando uma áJiexíiçio conformactonal que permite ao re- 
pressor « Ligar ao operador irp e inib ir a expressão do operem 
trp. O sitio da operador trp se sobrepõe ao promotor, de forma 
que a Ligação ao repressor pode bloquear a ligação da RN A po- 
limeruc. 

Novamente, esse circuito simples “ligar /desligar’ mediado 
pdo repressor nlo t toda a história regulatória. Diferentes con- 
centrações de triptofano podem variar a velocidade da síntese 
das enzimas biossintetizantes num intervalo de cerca de 700 ve- 
ies. Assim que a repressão for suspensa e a transcrição começar, 
a velocidade da transcrição é finamente controlada por um se- 
gundo processo regulatório chamado de atenuação da transcri- 
ção, em que a transcrição é normalmente iniciada, mas inter- 
rompida abrupta mente antes que os genes do opero n sejam 
transcritos. A frequência com a qual a transcrição se atenua é 
regulada pelo triptofano disponível e depende de um acopla- 
mento Intimo da transcrição e tradução na bactéria. 

D mecanismo de atenuação do opero n trp usa sinais codifi- 
cados em quatro sequências dentro de uma região Líder de 162 


nudeotideos na extremidade 5 r do mRNA, que precede ao có- 
don de iniciação para o primeiro gene (Fig. 28-23a). Dentro do 
líder, «tá uma região chamada de atenuado?, constituída das 
sequências 3 e 4. Essas sequências se pareíam formando uma 
estrutura de haste e alça, rica em GaC segçiida por uma série 
de resíduos de uridiLato, Esta estrutura atenuado ra age coma 
um terminador da transcrição [Fig, 26-23b)- A sequência 2 é 
um complemento alternativo para a sequência 3 (Fig. 2S-23c). 
Se á£ sequências 2 e 3 se pirearem, a «I rutura do atenuador não 
se formará e a transcrição continua para dentro do genes bios- 
üinTetizames do trpr y a alça formada pela pureamemo das sequên- 
cias 2 e 3 não obstrui a transcrição. 

A sequência regula lória 1 é crucial para o mecanismo sen- 
sível ao Lripiofano que determina se a seqüênria 3 paneia com 3 
sequência 2 (permitindo que a transcrição continue) ou com a 
seqüència 4 (transcrição atenuada)- A formação da estrutura 
haste-e-alça do atenuador depende de eventos que ocorrem du- 
rante a tradução da seqüência regulatória 1, que codifica um 
peptídeo líder (assim chamado porque é codificado dentro da 
região líder do mRNA) de 14 aminoácidos, dois dos quais são 
resíduos de Trp. O peptídeo líder não possui nenhuma outra 
futtçlo conhecida; sua síntese é simplesmente um dispositivo 
regulatórío do opero n. Esse peptídeo é traduzido imediatamente 
depois de ser transcrito, por um ribossomo que segue atris da 
RNA polimerase á medida que a transcrição prossegue. 
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Figura 28-21 - O operon trp Este operon à regulado por dois mecanismos: quando os níveis de triptofano estiverem altos, (1) o repressor (esquerda 
superior) liga-se ao operado r e (2) a transcrição do mfiNA do trp à atenuada (veja Fig. 28-23). A bioss^ntese dg triptofano pelas enzimas codificadas no 
operon trp está esquematizada na parte inferior da figura. 



Figura 28-22 - O repressor do Trp. O repnessor ê um dlmero. com duas 
suPunidades{cm£a e azut-daro) ligando o DNA a um motivo Kelice-volta- 
hélice. As moléculas do triptofano ligadas estéo em vermelho. 


Quando as concentrações do triptofano forem alfas, as con- 
centrações do tRNA carregado com o triptofano (Trp-tRNA- 
lrp ) também serão altas, Isso permite que a tradução prossiga 
rapidamente depois dos dois çòdons do triptofano da seqüên- 
eia I para o interior da sequência 2 antes que a sequência 3 seja 
sintetizada pela RNA polimerase. Nesse caso, a seqüênda 2 é 
coberta pelo ribossomo e h portanto, torna- se não disponível 
para o pareamento com a sequência 3, quando ela for sinteti- 
zada; a estrutura do atenuador (seqüéndas 3 e 4) é formada e 
a transcrição pára (Fig, 28- 23b, imagem superior), Quando 
as concentrações do triptofano forem baixas, entretanto, o 
ribossomo pára nos dois cõdcms do triptofano na seqüéncia 
1, porque o tRNA lrp é menos disponível. A sequência 2 perma- 
nece livre à medida que a sequência 3 for sintetizada, permi- 
tindo que essas duas sequências possam formar pares de bases 
e deixando a transcrição prosseguir (Fig, 2 8 -23b, imagem in- 
ferior). Dessa forma, a proporção dos transcritos que são ate- 
nuados aumenta à medida que as concentraçõe s do triptofano 
aumentarem. 
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Muitos outros operons biossintetizantes de aminoáddos usam 
uma estratégia de atenuação semelhante para controlar finamente 
as enzimas biossintetizantes para satisfazer os requerimentos celula- 
res prevalecentes. O peptídeo líder de 1 5 aminoácidos, produzido 
pelo operon da pfte, contém sete resíduos de Phe. O peptídeo líder 
do operon leu possui quatro resíduos contíguos de Leu. O peptídeo 
líder para o operon da his contém sete resíduos contíguos de His, 
Na verdade, no operon hís e vários outros (exceto o írp), a atenua- 
ção é suficientemente sensível para ser o único mecanismo regulador. 

A indução da resposta SOS requer a 
destruição de proteínas repressoras 

A lesão abrangente do DNA no cromossomo bacteriano desen- 
cadeia a indução de muitos genes localizados dispersamente, Essa 
resposta, chamada de resposta SOS (pág. 754), fornece um ou- 
tro bom exemplo da regulação coordenada de muitos genes. Mui- 
tos genes induzidos estão envolvidos no reparo do DNA e na 
mutagÊnese {veja Tabela 25-6). Os demento? reguladores chave 
são a proteína RecA e o repressor LexA. 

O repressor LexA (M r 22.700) inibe a transcrição de todos 
os genes SOS (Fig. 28-24), e a indução da resposta SOS requer a 
remoção do LexA. Isso não é apenas a sua dissociação do DNA, 
em resposta à ligação de uma molécula pequena, como na regula- 
ção dos operons tac, ara e trp descritos anteriormente. Em vez 
disso, o repressor LexA é ínativado quando catalisa sua própria 
clivagem numa ligação peptldica específica Ala-Gly, produzindo 
dois fragmentos protéicos aproximadamente iguais. Em pH fisio- 
lógicos, esta reação de autoclivagem requer a proteína RecA. RecA 
não é uma protease no sentido clássico, mas sua interação com 
LexA facilita a reação de autoclivagem do repressor. Essa função 
da RecA é, algumas vezes, chamada de atividade co-protease, 

A proteína RecA fornece a ligação entre o sinal biológico 
(lesão do DNA) e a indução dos genes SOS- Lesões extensas do 
DNA levam a numerosos vazios na fita simples do DNÀ, e a 
RecA facilita a divagem do repressor LexA apenas quando a RecA 
estiver ligada a uma fita simples de DNA (Fíg. 28-24, imagem 
inferior). Ligando-se aos vazios, finalmente ativa a RecA, levan- 
do ã divagem do repressor LexA e à indução SOS. 

Durante a indução da resposta SOS numa célula grave mente 
lesada, RecA também diva e, portanto, inativa os repressores que, 
de outra forma, permitiriam certos vírus a propagarem -se num 
estado dormente lisogênico dentro da bactéria hospedeira, Isso 
fornece uma excelente ilustração da adaptação evolucionária. 
Esses repressores, como o LexA, também sofrem autodi vagem 
em ligações peptídicas específicas Ala-Crly, de forma que a res- 
posta SOS permite a replicação do vírus e a lise da célula, liberan- 
do novas partículas virais. Dessa forma, o bacteriófago pode fa- 
zer uma saída violenta de uma célula bacteriana comprometida. 

A síntese das proteínas ribossõmicas 
é coordenada com a síntese do rRNA 

Nas bactérias, uma demanda celular aumentada para a síntese 
de proteínas é alcançada pelo aumento do número de ribosso- 
mos em vez de pela alteração na atividade dos ribossomos indi- 
viduais. Em geral, o número de ribossomos aumenta à medida 
que a velocidade do crescimento celular aumenta. Em altas ta- 
xas de crescimento, os ribossomos constituem aproximadamente 
45% do peso seco da célula. A proporção dos recursos celulares 
devotados a fazer os ribossomos é tão grande e as funções dos 
ribossomos tão importantes, que as células precisam coordenar 
a síntese das proteínas ribossómicas (r-proteínas) e dos rRNAs. 
Essa regulação é distinta dos mecanismos descritos até então, 
porque ela ocorre principalrnente no nível da tradução. 


Cromossomo 
da E. coii 



l 



Figura 20-24 - A resposta SOS na £, co ff. Veja a Tabela 25-fi para as 
funções destes genes. A proteína LexA é o repressor neste sistema, com 
um 5Ítio operador (vermelho) próximo de cada gene. A célula normal, 
pelo fato de o gene RecA nâo ser inteiramente reprimido pelo repressor 
LexA. contém cerca de 1 .000 monümenos de RecA. Q) Quando o DNA 
for extensamente lesado (por exemplo, pela luz UV), a replicação do DNA 
é interrompida e o número de vazios, na fita simples do DNA r aumenta-, 
( 2 ) A proteina RecA liga-se a este DNA de fita simples, estimulando a 
atividade de co- protease da proteína. (D Enquanto ligada ao DNA, a pro- 
teína RecA facilita a clivagem e a mativaçâodo repressor LexA. Quando o 
repressor estiver Ínativado, os genes SOS, induindo o da recA, sâo indu- 
zidos; os niveis da proteína RecA aumentam de 50 a 100 vezes. 


Os 52 genes que codificam as r-proteínas ocorrem em, pelo 
menos, 20 operons, cada um contendo de 1 a 1 1 genes. Alguns 
desses operons contém também os genes para as sub unidades 
da DNA iniciase (veja Fig. 25-14), RNA polimerase (veja Fig. 
26-4) e os fatores de alongamento da síntese de proteínas (veja 
Fig. 27-26) — explicando o acoplamento íntimo da replicação, 
transcrição e síntese de proteínas durante o crescimento celular. 

Os operons das r-proteínas são regulados principalmente por 
um mecanismo de retroalimentação tradudonal. Uma r- proteí- 
na codificada em cada operon também funciona como um re- 
pressor da tradução, que se liga ao transcrito do mRNA daquele 
operon e bloqueia a tradução de todos os genes que o mensagei- 
ro codifica (Fig. 28-25). Em geral, a r- proteína que desempenha 
o papel de repressor também se liga direta mente a um rRNA. 
Cada uma das r-proteínas repressoras da tradução liga-se ao 
rRNA apropriado com maior afinidade do que para com o seu 
mRNA, de forma tal que o.mRNA será Ligado e a tradução repri- 
mida apenas se o nívd da r- proteína exceder aquele do rRNA. 








3d( UOMdn 

V y 1 ÍÍ7 1 on ] íí ] 91 7 | 97 J tr | f-FS | 

n 

^r? 1 

1 ,s 


1 






K 

K 





| 

J n | írr [ 

^7 

— 


OiS uDüdo 



1 

a. 


J 




n 



d uaudo 

jrn» ° i 

ÍS 

í iis 1 




i 


J 




** 





1 

£Hi3 

WEt 1 

m 

m tioisdo 

1 ZS ?1P LS ÍSOO euan bsd wpep^n^ 
Gp SFysnto >TI * 11 «I ÇEpeubdSp tçs <$ 05 ) spLEJ& raiuflMoq 
hu 3 pçp«ynqov pg ípurtio itíhi vy jfUE um vqpFSjquKH oçiss oiustu 
-ebuoie 3 p UKJUF| *0 uira fipoi yt »tdfi cjaieuie ma ^opçajqujov 
Ofísa sseisisiod VNy FP sapepHJoqns Llieüyfxo aob susq VMtíuJ 



iJ 



ou oíuv e sv-opuFÊq uoisdo sisnbEu 53036 so sopoi 30 00 

f ^ [í | 


rii/íil 

0 

^ uaude 

-nppü e cianboiq oçboppii Fp lowaidai epe^í opdpu» fjsa o0e ap 
ouis nas 0 3 'osfv spao tua omamjàA ma epEaiqinos yj» oçTnppn 
ap jo5»j 03/ um omo> pnip snti euiaicud-j v SFsyutpssoqu «uiai 
-osd sep suoisdo top kiuhuijí VMtfui tun&fv - SZSl e/n&tj 




on J 



ias pjcd oeiss ppujp vsjopiqntfsj souiseufjsui sojjno s 'EJtsyd 

- 11103 O^inill ,7 JEJIlpS OjUiJUJI^Í3J3 O LLLÜO ÍG[ni3,7 ÓUlS[]OqElSlU 

op oçÍFuapjooí v J SF|di;|i 7 LU spjigipynSaj: ssgbunj uisnsçod 
sâluEtyyauiss souçpuníss síuj sSíesim tu sospjioapnu ^sejtíçjj 

-FIOS SljnjyS SE[v[ "S3113S 3p SHU31U.13 3p OPÍIJTSUPJ; B upuiliu 
-ttiitp no opuEiusumi' k lí[npi ouisyyoqFiauE ou ssgiejsiye ssp 

-UFiS LUFTOAÜLtd 5S|3 lEiMiyitt.V Jp SjBLlLS 0UJO3 UI V LLOI 711 H \ \f),Tp[| 

-ospnu stop sssvs É t ;oí ■j e[s£ ■(£££ "ífd) voEJçpuiioss sáiEfiips 
sojiaSesuíUi uluoj pnir snbsopmyrpími ^úopiioapnu sp jsspp 
eum e sjususd ‘dtW 3 °P opey oe b dd[>dd ospijospnu o 

-i|od VNU ? dd*>dd op oç ie3j| i| «I JUEd uís sou^ui ojsd ppptp 
-sm *VNH J °P J5*lw|5 eti Oftapai spurjS mm r tu[ 'voppEou 
-fuiE sop Fi;juyjF3 f çjvodwj um d Jpdd op eidn jq? O0FA3JS V 

JW + ddí>d(í *— - <yy + dlD 

lofiesu EU dlD op ,£ 

-od t oiFjsojoitd opuruotTtpr ‘ 1 TV-0 1 ^!J :dd^dd|. diijíoj 
‘E ijjj euisouetiS i [Fttsn ofu osppospnti op oeífuuoj f fsijfie 3 
n^usüumvs sp joutj o ^omossoqu 01 opeâí| opuenf) ■omossoq 
-u oe 1 VF>í mpjcud i vpuyãuiiifs sp j.qifj sp EpEUJpq:* pujtziís 
min sp ofi ; [ r meo eíisiuctí sttb soiusas sp tpusnbss rum cup 
-F3uj»p ossj ■çouioTOOípi tou v ofiis oc sopeâíuiE3 of u çyjsííi* 
çop OÇ5 f 3E| f CaS| SOpOFOiltÜlF ÍÜp EpUSlÈO v ‘epidimmaiui y 
V.VflJ op JWIU1S E *ÇFine(J ©Ç5 ÇOpiSÇOUlLUB çop ÇjgÍEIlU37l]IOO SP 

OpUFElf) *í ^7 -tír ~3ld) SIUSUUUJSS FlíOdSSJ 3p ÉpEUlFip 3 Sf>pT3 

-çoinujFsop vsotajjusouo:) çf moo ppmopjoco OFÍF|nS3J y 

Htpnrou|iur ço 3iU3mjE|ii3ipÉd ^stEpiuí ssiU3 
- IJing SOpopEpipqiUOdçip FU S3 ^JfJ 31|E sç 3 JE|n]30 DJU31UpÇ3J 3 

op BXE\ ç 3pUOds3l l VNM J °p SUOjado 343S <ÍÜp JtJJEd E 'VMÍJJ op 


3S7UJJS F 'ipj Fjq TJSraJ °P 3531 Uiç Fp O0P|nÍ3J C 3)0yjJ SOUI 
ossoqu sop oeinpodd Ep o^íí|h33j g H i5j3AitiodBip syjqyj sop 

í! LUÜ3 ppnuopjooj JÍ5 SFLipiOld-J SV.p S^tlfí 11 7p OJEJ 0\*d 

'EtUCUBÍB 3SS3U lEUO|3HpEi; 

n 3 jriu>!>!.i.^upj t OBÒFynSaa f anus sep^qp^op s.ig^FiQa sf no yen 
O0EyoS3J Ep OUIÍTUEDÍUÍ 0 Ç0UI3pU31U3 OÇU EpUty 
-jqnpi o|U3Ui;3S3J3 sp siexe; sttp oiusiurui o ejjo.i EiuoiunE op> 
-Ü3SUGJI e anbjod ^oç^rjJíruEJi Fp ofiepyuy ep pA|U oej sopc[nâl 

-3J 3VU3tU3llX3JFdF LU3qiUn OES SEUpiOíd-i tEp SUCU3do S Q 

'BOpjünpEJl: UIEte 

SJtuâ so ítjpoi 3nb 3ÍLUlJ3d 3 VM^Ui Op FJnmUSJ Ep 01U3tüf[ 
- 3AOU3 o Síimoj ÇJE3Í SOp JTFUI OO Ui O 3p OÇ>HpFJl E 3 OtüOCTOq 
•11 op ÜÇ^Fâl| P J 3Ui3írtG J3AUÍ3 |EUOl3rtprJl JO«Utli|3J O OpUFP.f) 
oçímpFJi Fp EjoA«jdoj fui 3i oi d Fp of SfÜii rpd niurnb (c; 

-□t 'SlJ PU OU1D3) «ípq 3p 01'J.3ÜJE3JFd Opd OlÚVl FpPZipqPl£3 3 

anb FpFioqrp yEuoisu^uiipyji Fjmrm« tumu v^^ui op oiuouj 
• FpAoU3 opd FpEjnboyq jíjS3 333jrd voydíiypiu sjusS 3p twinp 
-FJ1 F ‘fOTF? mnS]F UU t 01UF13JlUq ~»lf]Fl3p UM opipiMIUJ E1S3 
Oftj Fpuii fruopnpEi) omáuiF|do3F 3^¥3p ottí$iur»ui Q ‘*an 

-no vo sopoj sp oF^npEJi Fp spu3dsp susâ rpr> sp o^mpui e 
'oiUEUiUM^uoKLid-j trp suoxsdo sofq T?ntJpU3<Upui ofinpEU 
sp V1FUK U13J »us3 vop FIJOIFUl E ‘SOUFUSPVq fOSiUpilST!3E|Od 
sVf^jm sou ^fibjod ‘suai spnbt m»dE riiepfi ossi ‘tuoisdo 
vojjno ui ; [ 'içj-íft "ãy ; susS ojpujiid o siiMUffrnvn 'utusdo 
OU íSUsS 40p tim sp oe6npej3 ep ojsuio? Jp OU|s op opsd na 
OF^nprJi Fp jovssüdsi o FJFd yy^m op oçífSij sp ojijs q 

VjsJB 1 a P ^pEpipqmodsTp e moo oiueyBq uis ep 
-jjueui y sEuysiojd-j çpp sssiuis pp 3pPppO|3A f 'fjmufuj psssq 

SlEUOlíUn} ÍOlUOSÇOqii 50 MZFj EJEd FlJpvW>3U E|3nbe jspsoxs 
FBUJS10HÍ-J SEVSSP 3V3JU1V E OpUFTlb SEUSdr OpUUjjdSJ FjSS "VEU 

qsiojd-j se üpuF3yipó3 1 5 vní[uj sop oFimpFJ] v snb sjuejeB ossy 


m 





Figura 28-26 - A resposta estringente na E cofi Esta resposta á ca- 
rência de arninoáddos é desencadeada pela ligação de um tRNA descarre- 
gado no sítio nbossdmko A. Uma proteína chamada de fator de estringên- 
cia liga-se ao ribossomo e catalisa a síntese do pppGpp. Uma fosfoidrolase 
cliva então um fosfato formando o ppGpp. O sinal ppGgp reduz a trans- 
crição de alguns genes e aumenta a de outros, em parte, pela HgaçSc â 
subunrdade p da RN A polímera», alterando a especificidade da enzima 
ao promotor. A sintese do rRNA è diminuída quando os níveis de ppGpp 
aumentam. 


Alguns genes são regulados 
por recombinaçio genética 

A bactéria Salmonella vive no intestino dos mamíferos e se mo- 
ve rodando os flagelos na sua superfície celular (Fig. 28-27). As 
muitas cópias da proteína flagelina (M r 53.0QÜ), que constituem 
os flagelos, são alvos proeminentes do sistema imune dos 
mamíferos, Num mecanismo de escape da resposta imune, as 
células da Satmonella oscilam entre duas proteínas flagelinas 
distintas (FljB e FliC) mais ou menos uma vez em cada 1.000 
gerações celulares, usando um processo chamado de variação 
de fase. 



Figura 28-27 - A Salmonelfa typhimvrium, com flagelos evidentes. 


A mudança é acompanhada pela inversão periódica de um 
segmento de DNA que contém o promotor para um gene da 
flagelina, A inversão é uma reação de recombí nação sítio-espe- 
cífica (pág. 760), mediada pela recombínase chamada de Hín em 
sequências específicas de 14 pares de bases (seqüências hix) em 
ambas as extremidades do segmento de DNA, Quando o seg- 
mento de DNA estiver numa orientação, o gene para a flagelina 


FljB e o gene que codifica um repressor (FljA) são expressos (Fig. 
28- 2 Ba), O repressor interrompe a expressão do gene para a fla- 
gelina FliC. Quando 0 segmento do DNA estiver invertido (Fig. 
28- 2 8b), os genes fljA e JljB não são mais transcritos e o gene 
fliC é induzido quando o repressor se depletar, A recombinase 
Hin codificada pelo gene hin no segmento de DNA que sofre a 
inversão é expressa quando o segmento estiver em qualquer uma 
das orientações, de forma que é sempre possível mudar de um 
estado para o outro. 

Este mecanismo regulador possui a vantagem de ser absolu- 
to: a expressão gênica é impossível quando o gene estiver fisica- 
mente separado do seu promotor (veja a posição do promotor 
fíjfB na Fig, 28 -28b), Uma mudança absoluta liga/desLiga pode 
ser importante neste sistema (mesmo embora ela afete apenas 
um dos dois genes flagelinas], porque um flagelo, mesmo com 
uma cópia da proteína flagelar enada, será vulnerável à ação dos 
anticorpos direcionados contra aquela proteína. O sistema Sal- 
monella de modo algum é único. Sistemas reguladores semelhan- 
tes ocorrem em várias bactérias e bacteriófagos e sistemas de 
recombinação com funções semelhantes foram encontrados em 
eucariotos (Tabela 28-1). A regulação gênica por rearranjos do 
DNA que movem genes efou promotores é particularmente co- 
mum em patógenos que se beneficiam para trocar de hospedei- 
ro ou para mudar suas proteínas da superfície, enganando* por- 
tanto* o sistema imune do hospedeiro. 

Regulação da Expressão 
Gênica nos Eucariotos 

A iniciação da transcrição ê um ponto de regulação principal 
para a expressão gênica tanto de procariotos quanto de eucario- 
tos. Embora alguns dos mesmos mecanismos regula tórios se- 
jam usados em ambos os sistemas, há uma diferença fundamen- 
tal no mecanismo da transcrição nos eucariotos e nas bactérias. 
A atividade inerente dos promotores e a maquinaria transcrip- 
cional i/j viva na ausência de seqüências regulatórias podem ser 
definidas como o estado basal tran seriei onal. Nas bactérias, a 
RN A polimerasê geralmente tem acesso a cada promotor e pode 
ligar-se e iniciar a transcrição com algum grau de eficiência, na 
ausência de ativ&dores e de repressores. O estado basal transeri- 
cional é, portanto, não restritivo. Ao contrário, promotores eu- 
carióticos fortes são geralmente inativos in viva na ausência de 
seqüências regulatórias, ou seja, o estado basal transcricional é 
restritivo. Essa diferença fundamental dá origem a pelo menos 
quatro características importantes que distinguem a regulação 
da expressão em eucariotos daquela nas bactérias. 

Primeiro, o acesso aos promotores eucarióticos é restrito pela 
estrutura da cromatina, e a ativação da transcrição é associada 
com alterações múltiplas na estrutura da cromatina na região 
transcrita. Segundo, embora os elementos regulatórios positivos 
e negativos sejam encontrados nas células eucarióticas, os meca- 
nismos positivos predominam em todos os sistemas caracteriza- 
dos até agora. Dado que o estado basal transcricional é restritivo, 
virtualmente todo gene eucaríótico requer ativação para ser trans- 
crito. Terceiro, as células eucarióticas possuem proteínas regula- 
doras multiméricas maiores e mais complexas do que as bactéri- 
as. Finalmente, a transcrição no núcleo eucariótico está separada 
tanto no espaço quanto no tempo da tradução no citoplasma. 

As discussões que se seguem demonstram como a comple- 
xidade dos circuitos regulatórios nas células eucarióticas é ex- 
traordinária. Concluímos com uma descrição detalhada da ela- 
borada cascata regulatória que controla o desenvolvimento da 
mosca das frutas. 
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Figura 28 -28 - Regulação dos genes da flagell- 
na na Sa/monef/a: variação de fase. Os produtos 
dos genes fitC e tfjB s3o flagelinas diferentes. O gene 
hm codifica a recombinase que catalisa a inversão 
do segmento de DMA que inclui o promotor rf/B e o 
gene hm. Os sítios de recombi nação (repetições in- 
vertidas) são chamados de hix (amarelo), (a) Em uma 
orientação, fyB é expresso junto a uma proteína ro- 
pressora (produto do gene flj A) que reprime a trans- 
crição do gene fiVC. (b) Na orientação oposta, ape- 
nas o gene fírC é expresso: os genes fl/A e ftjB nao 
conseguem ser transcritos. A interconversão entre 
estes dois estados, chamada de variação de fase. 
requer também duas outras proteínas de ligação não 
especifica ao DNA, HU (uma proteína semelhante à 
histona encontrada em UI 3. uma cepa da f. co/r , 
do inglês "bistonelike pnotein from i/l 3") e Fis (fa- 
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Tabela 28-1 - Exemplos de regulação gènica por recombi nação 

Sistema 

Recomblnase/ 
sítio de racombf nação 

Tipo de recombinaçaa 

Função 

Variação de fase (Sa/marte/ía) 

Variação de hospedeiro 
(bacteriúfaga p) 

Mudança do tipo de gameta 
(levedura) 

Variação antigénica 
ítflpanoswmosp 

Hin/hÀ 

GirVgúí 

Endonudease H0, 
proteína RAD52, 
outras proteínaVMA T 
Vãrias 

Bltio específico 

5-ltio especifico 

Conversão não 
recíproca de genes* 

Conversão nào recíproca 
de genes* 

Expressão alternativa de dois genes de flagelina, permite 
enganar o sistema imune do hospedeiro 
Expressão alternativa de dois conjuntos de genes da 
cauda: afeta a variação de hospedeiro 
Expressão alternativa dos dois tipos de gameta da 
levedura, a e a criam células dos diferentes bpos de 
gameta que podem se conjugar e realizar meiose 
Expnessão sucessiva de genes diferentes gue codificam 
as gkoprotelnas vanàveis da superfície (V5Gs) permite 
a evasao da resposta imune do hospedeiro 


1 Conversão não reciproca de genes e uma classe de eventos de recomb mação não discutidos no Capitulo 25. A informação genetica se movimenta de uma parte do 
genoma (onde está silenciosa) para outra (onde P expressa) numa reação semelhante à transposição replicativa (veja Fig. 25-41). 

f O tripano 5 somo causa a doença do sono africana e outras doenças (veja Adendo 22-2). A superfície externa de um tripanossomo é feito de múltiplas cópias de uma 
Onica VSG, o principa'. antígeno de superfície. Uma célula pode trotar seus antígenos de superfície em mais de 100 formas diferentes, evitando uma defesa efetiva 
do sistema imune do hospedeiro. As infecções pelo tripanossomo são crônicas e, se não tratadas, levam á morte. 


A cromatina transcricional mente ativa è 
estrutural mente distinta da cromatina inativa 

Os- efeitos da estrutura do cromossomo na regulação gê nica nos 
eueariotos não têm paralelo claro nos piócafiotõs, A transcri- 
ção de um gene eucáriótico é fortemente reprimida quando o 
DNA está condensado dentro da cromatina. Regiões cromossô- 
micas transcridomimente ativas possuem uma sensibilidade 
aumentada à degradação mediada por nudeases. Nuck-ases, 
como a DNase I, tendem a clivar cr DNA de cromatina cuidado- 
samente isolada em fragmentos com múltiplos de 200 pares de 
bases, refletindo a estrutura repetitiva regular do mídeossomo 
(veja Fig. 24-24). Nas regiões transcritas ativamente, os fragmen- 
tos produzidos pela atividade nudeásica são menores e mais 
heterogêneos em tamanho. Essas regiões contêm seqüências que 
sâo especial mente sensíveis ã DNase U chamadas de sítios de hí- 
persensíbilidade, consistindo em cerca de 100 a 2UÜ pares de ba- 


ses dentro dos 1 ,000 pares de bases que flanqueiam as extremi- 
dades 5' dos genes transcritos. Em alguns genes, os sítios dehi- 
persensibilidade sào encontrados distantes da extremidade ô r . 
próximo à extremidade 3 r ou mesmo dentro do próprio gene. 

Modificações aumentam a 
acessibilidade ao DNA 

Muitos sítios hipersensíveis correspondem aos sítios de ligação 
para proteínas reguladoras conhecidas, e a relativa ausência de 
nu de osso mos, nessas regiões, pode facilitara ligação das proteí- 
nas. Os nudeossomos estão inteira mente ausentes em algumas 
regiões, que são muito ativas na transcrição, como nos genes 
rKNAs, A cromatina transcrieionalmente ativa tende a ser defi- 
ciente em histona Hl, e as outras histonas básicas são provavel- 
mente modificadas por acetílaçáo (veja a seguir) ou pela ligação 
da ubiquitina (.veja Fig. 27-44), 


A mctilação 5' de resíduos de citoslna, de seqüêndaa CpG, é 
comum no DNA eucariótico (pág. 271), entretanto, o UNA rui 
cromatina tran&cricional mente ativa tende a ser suhme tilado, 
Além disso, sítios de CpG em geties particulares sàt> mais ire 
qüen temente sub me alados nas células dos tecidos onde m ge- 
nes são expresso* do que naquelas onde des não são expressos. 
O padrão global sugere que a cro matina ativa seja preparada para 
a transcrição pela remoção de barreiras estruturais potenciais. 

A croma tina è remodelada pela acetilação 

e por deslocamentos núcleos soma is 

Os mecanismos detalhado* para as alterações estruturais nã CfO- 
matina associadas i transcrição, chamadas de remodelamenlo 
da cromatina. estão vindo à luz, incluindo a identificação de 
enzimas que acettlam e deacctiLam as histo nas basicas do nudeos- 
somo e outras que usam a energia química do ATP para remo- 
delar os nudeossomos no DKA (Tabda 28-2). 

Cada uma da* bision** básicas (H2A, H2B, H3, H4: veja 
hg, 24- 24) possui dois domínios estruturais distintos. Um do- 
mínio central está envolvido nas interações histona-hisiona e 
no enrolamento do DNA em volta do nudeossomo. Um segun- 
do domínio iimmmcTimna], rico em lisina* está geTalmeiíle po- 
sicionado próximo ao exterior da partícula nudeosâúmka mon- 
tada; os resíduos de lisina são aceti lados pelas Jiistona acetiifrans- 
ferases tHATs), As HATs citosálicas (tipo B) aceti Iam as histonas 
recém -sintetizadas antes de elas serem importadas para o nú- 
cleo. A montagem subseqüente das histo nas dentro da cm mati- 
na é Facilitada por proteínas adicionais: CAF1 para a H3 c H4, e 
aNAPI para a H2A e H2B, 

Quando a cro matina estiver sendo ativada para a transcri- 
ção, as histonas nudeoss Arnicas são acetiladas pelas HATs nu- 
cleares (tipo A). A acetUação de resíduos múltiplos de Lys nos 
domínios aminoterrmnaii das historias H3 e H4 podem redu- 
zir a díin idade do nudeossomo inteiro para o DNA. A acetila- 
ção pode também prevenir ou promover interações com outras 
proteínas envolvidas na transcrição ou na sua regulação. Quan- 
do a transcrição de um gene não for mais requerida, a aceii- 
lação do* miclemsomos naquela vizinhança é reduzida pela 
histona deacetilase, como parte de um processo geral de sdeii - 
damento do gene que restaura a cromalina a um estado lum- 
cridonalmente inativo. 

O remodeUrneiito da cromatma requer também proteinas 
complexas que ativamente movem ou deslocam os nucleosso- 
mos, hidroHsartdo ATP no processo. Q complexo enzimiticu 
5W1/SNF (Tabela 28*2), encontrado em todas as células cucar iõ- 
ticas, contém, pdo menos, K t polLpeptideos (total M r 2 * IO*) 


que juntos criam sítios de hiperscnsibilidãde na cromatina e es- 
timulam a ligação de fatores de transcrição. SWI/SNF não é re- 
querido para a transcrição de todos os gene*. NURF (Tabela 28- 
2) è um outro complexo enzima tico dependente de ATP. que 
remodela a cromatina de fornias que complementam e sobre- 
põem a atividade da SWI/SNF. Esses complexos enzima Elcih 
desempenham um papd importante no preparo de uma região 
da cromalina para a transcrição ativa. 

Muitos promotores eutariòticos 
vão regulados positiva mente 

Como jã mencionado, a* RN A pdimerases eucmótkas possuem 
pouca ou nenhuma afinidade intrínseca para os seus promoto- 
res; a iniciação da transcrição é, quase sempre, dependente da 
açâo de múltiplas proteínas ativadoras, Uma razão importante 
para a aparente predom l náncia da regulação positiva parece ób- 
via: o armazenamento do DNA, dentro da cromatina, efetiva - 
mente toma a maioria dos promotores inacessíveis, de forma 
que os genes estão normalmenle silencioso* na ausência de ou- 
tra regulação. A estrutura da cromalina afeia o acesso a alguns 
promotores mais do que a outros, entrelanlo, os repressores que 
se ligariam ao DNA para evitar o acesso da RN A polimerase (re- 
gulação negativa) seriam com frequência simplesmente redun- 
dantes. Outros fatores estão em cena no uso da regulação positi- 
va, e a especulação geralmcnte se centra em dois: o grande tama- 
nho dos genomas eucarióticos e a maior eficiência da regulação 
positiva. 

Primeiro, a ligação não específica ao UNA das proteínas re- 
guladoras torna-se um problema mais importante nos genomas 
muito maiores dos eucariotos superiores. E a probabilidade de 
que a ligação a uma sequência especifica ocorra aleatoriamente 
em sítios não apropriados também aumenta com o tamanho do 
genoma, A especificidade para a ativação transcricioitai pode ser 
melhorada se cada uma das vária* proteínas reguladoras positi- 
va* puder ligar-se a sequência* específica* e, então, formar um 
complexo. O número médio de sílio* regulalòf io* para os genes 
mim organismo multicdular é provavelmente pelo menos cin- 
co. O requerimento de múltiplas proteínas reguladoras positi- 
vas para se ligar a sequências especificas do DNA reduz enorme- 
mente a probabilidade da ocorrência aleatória da justaposição 
funcional de todos os sítios de ligação necessários. Em princi- 
pio, uma estratégia semelhante poderia ser usada por múltiplos 
elementos regubtórios negativo*, mas isso nos levaria direta- 
mente á segunda razão para o uso da regulação positiva: ela, sim- 
plesmente, é mais eficiente. Se os 100,000 gene* no genoma hu- 
mano fossem regulados negativamente, cada célula teria de sin- 


Tabela Zã-2 - Alguns complexo* enzrmà ticos que catalisam n aftvrações estruturai* da cromatina durante a transcrição 


Complexo enrímát ko * 

Estrutura óligpmáriu 

Forvt» 

AtMrfadu 

GCNS-ADA2-ADA3 

3 polipeptídeos 

Levedura 

GCNS possui atividade HAT do tipo A 

SAGA/PCAF 

>20 polipeptídeo* 

Eucenotos 

Inclui GCN5-ADA2-ADA3 

SMVSNF 

> 1 ) polipeptídeos: M, 2 * ID* 

Fuc anotas. 

RemodeEador do nudeossomo dependente de ATP 

NURF 

4 polipeptídeos; M, 500. 000 

Drosõfile 

Remodelador do nudeossomo dependente de ATP 

CAF1 

> 2 pdipeptldeos 

Homem, drosófila 

Responsável pela ligação da* historias H3 e H4 ao DNA 

NAPt 

1 polípeptfdeo; M. 125.000 

Largamente distribuída 
nos eucarioto* 

Responsável pela ligação das histonas H2A e H20 ao DNA 


*As sbrsviaçfles usadas para idEntificar o* genes eucarióticos e as proteínas sâo frequentemente mais confusas ou obscuras do que aquela* usadas para a* bactéria* 
0 complexo das proteínas GCN5 ("general control nondempressible") e AP A . (" aiteration/ctefHiiency activaticm") for descoberto durante a investigação da regulação 
dos genes do metabolismo do nitrogênio na levedura Essas proteínas podem ser parte do complexo maior SAGA. SAGA (5FF, ADA2,3, GCN5, Aceti Itransf etase) è 
um complexo da levedura; o seu equivalente no homem é o PtAf ("p3QG/CfiP-a$$coated /atlor"). SWt foi descoberta coma uma proteína reguenda para a 
expressão de certos genes envolvidos na mudança ("jwrtching") do tipo de gameta na levedura, e SNF ("sucrcse nonfermenling'). como um fator para a expresso 
do gene da levedura para a sacarose Estudos subsequentes revelaram que as proteínas múltiplas. SWt e SN F atuam num completo 0 compteüo SVWSNT possui um 
papel na expmsão de uma grande dasse de genes e foi encontrado em minto* eucariotas, indundo o hamem. NUfif E M nuclear remadelmg factDr"l, CAFÍ 
("ctifomatin. íssembiy faetor") * MAPI r , mjdeo5some aaaembly próton") 
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tetizar* durante todo tempo, quase lOQ.ÜÜÜ repressores diferen- 
tes (ou muitas vezes aquele número* se elementos regulatórios 
múltiplos fossem usados para cada promotor), em concentra- 
ções suficientes para permitir a ligação específica a cada um dos 
genes ll nâo desejadosT Na regulação positiva, a maioria dos ge- 
nes está normalmente inativa (ou seja, a RNA polimerase não se 
liga aos promotores) e a célula tem de sintetizar apenas as prote- 
ínas ativadoras necessárias para promover a transcrição de um 
conjunto de genes requeridos naquela célula. 

Apesar desses argumentos, há exemplos de regulação nega- 
tiva nos eucariotos, da levedura ao homem. 

A ligação ao DNA de transativadores e co-ativadores 
facilita a montagem dos fatores gerais de transcrição 

Para começar nossa exploração da regulação da expressão gêni- 
ca nos eucariotos, iniciamos com uma discussão da RNA poli- 
merase II, a enzima responsável peta síntese dos m RN As eucaríó- 
licos. Embora a maioria dos promotores da RNA polimerase LI 
inclua as sequências TAtA e Inr (iniciadora) com seus espaça- 
mentos-padrão (Veja Fig. 26-8), elas variam intensamente tanto 
no número quanto na Localização das seqiiências adicionais re- 
queridas para a regulação da transcrição. Essas seqiiências regu- 
Jatórias adicionais são usualmente chamadas de intensificado- 
ras ("enhancers”)* nos eucariotos superiores, e seqiiências ati- 
vadoras à montante (UÀSs,“Hpstream íictivator sequences”), na 
levedura, Um intensificador típico pode ser encontrado cente- 
nas ou mesmo mÜhares de pares de bases a montante do sítio de 
início da transcrição, ou pode estar mesmo a jusante do sítio de 
início da transcrição, dentro do próprio gene. Quando ligado 
pelas proteínas reguladoras apropriadas, um intensificador au- 
menta a transcrição nos promotores próximos, independente- 
mente da sua orientação no DNA, As UÀSs da levedura funcio- 
nam de maneira semelhante, embora, geralmente, elas precisem 
estar posicionadas a montante e dentro de algumas centenas de 
pares de bases do sítio do início da transcrição. Um promotor 
médio da RNA polimerase ií pode ser afetado por meia dúzia 
dessas seqüências regulatórias, e mesmo promotores mais com- 
plexos são bastante comuns, 

Très classes de proteínas estão 
envolvidas na ativação da transcrição 

À ligação bem-sucedida da holoenzima ativa da RNA polimera- 
se II em um dos seus promotores, usualmente, requer a ação de 
outras proteínas (Fig. 28-29), de três tipos. A primeira ctasse 
compreende os fatores de transcrição basais (veja Fig. 26-9 e 
Tabela 26-1) requeridos para cada promotor da RNA polimera- 
se li, A segunda classe inclui os transativadores de ligação ao 
DNA, que se ligam aos intensificei dores ou UASs e facilitam a 
transcrição, A terceira classe é um grupo de proteínas chamadas 
de co-ativadores, que agem indiretamente, não peta ligação ao 
DNA, e são requeridas para a comunicação essencial entre os 
transativadores de ligação ao DNA e o complexo composto pela 
RNA polimerase e pelos fatores de transcrição gerais. Além dis- 
so, uma variedade de proteínas repressoras podem interferir com 
a comunicação entre a RNA polimerase e os transativadores de 
ligação ao DNA, resultando na repressão da transcrição (Fig. 28- 
29b), Mais detalhes sobre os complexos protéieos são mostra- 
dos na Figura 28-29 e sobre as maneiras pelas quais eles intera- 
gem para ativar a transcrição são mostrados a seguir. 

Proteína de ligação à TATA, A proteína de ligação à TATA 
(TBP, “ TATA frinding protein") é o primeiro componente a se 
ligar na montagem do complexo de pré-iniciação na sequência 
TATA de um promotor típico da RNA polimerase II. Esse com- 



que se Ligam ao DNA 


W 



Figura 28-29 - Promotores eucariòticos e proteínas reguladoras. A 

RNA polimerase II e os seus fatores de transcrição gerais associados for- 
mam um complexo de pré-iniciação na seqüêocia TATA e no sitio Inr de 
promotores de mesma origem, um processo facilitado pelos transativa- 
dores de ligação ao DNA, agindo por meio da TFIID e/og mediador (a) 0 
que se mostra aqui ê um promotor composto com elementos de sequên- 
cia e complexos proteicos típicos encontrados tanto em levedura quanto 
em eucariotos superiores. 0 dominio carboxiterminal (CTD) da RNA poli- 
merase II (veja Fig. 26-9) ê um ponto importante de interação com o 
mediador e com outras proteínas do complexo. Os complexos protéieos 
envolvidos na acetilação da histona e ng remodela mento cta ciomatina 
não são mostrados. Para os transativadores de ligação ao DNA. os domí- 
nios de ligação ao DNA estão mostrados em verde; os domínios ativado- 
res, em vermelho. As interações, simbolizadas pelas setas azuis, são dis- 
cutidas no texto, (b) Uma grande variedade de repressores transcricionais 
eucariòticos funciona por uma série de mecanismos. Alguns se ligam di- 
retamente ao DNA, deslocando um complexo protéioo requerido para a 
ativação, outros interagem com várias panes da transcrição ou dos com- 
plexos de ativação para prevenira ativação. Pontos possíveis de interação 
são indicados com setas vermelhas. 


plexo inclui os fatores de transcrição gerais TFITB P TFIIE/TFIIF, 
TFlIHt RNA polimerase II; e talvez TFIIÀ. Embora requerido 
pela transcrição* esse complexo mínimo de pré-iniciação é rela- 
tivamente insensível á regulação e pode nlo se formar se o pro- 
motor for obscurecido dentro da cromatina. A regulação é im- 
posta pelos transativadores e co-ativadores, 

Transativadores dê ligaçAo ao DNA. Os requerimentos para 
os transativadores variam muito de um promotor a outro. Pou- 
cos transativadores são conhecidos como facilitadores da trans- 
crição de centenas de promotores, enquanto outros são espe- 
cíficos para poucos promotores. Muitos transativadores são 
sensíveis à ligação de moléculas sinais, fornecendo a capacidade 
de ativar ou desativar a transcrição em resposta a uma alteração 
no ambiente celular. Alguns intensihcadores com os quais os 


IHMJtÍY*dora de ligação ãú DMA se associam estão bem dis- 
tante* da sequência TÀTA do promotor, Como os iransativado- 
rev dc ligação ao DNA funcionam a distância? A resposta, errs 
muitos casos, parece ser aquela, indicada antenormeme, que o 
DNA interveniente fomw wm alça de modo que as várias pro- 
teínas do complexo possam interagir diretamente. A formação 
da alça t facilitada por Cenas proteínas náo-his tonas, que são 
abundantes na croma tiru e se ligam não especificamenteao DNA, 
Esse grupo tle proteínas de alta mobilida de | HM(i.'Vtigh móbil ily 
group") (o nome se refere à sua mobilidade ekrlroforética em 
géis dc püliâcríJamida) desempenha um papel estrutural im- 
portante no remodela mento da cromatina e na ativação trans- 
crkional, 

Complexo de prqtdnas eo-ativ adoras A maioria das 
transcrições requer a presença de um complexo de proteínas 
adicionais. Algumas das proteínas reguladoras mais importan- 
tes do complexo que interage com a RXA polimerase II têm sido 
definidas lauto geneticamente quanto bioqüimicamente. Esses 
complexos co-atívadores atuam como um intermediário entre 
os tramativsdores de ligação ao DMA e a RNA polímense, 

O co-ativador mais bem caracterizado é o fator de transcri- 
ção TE 11 1> Ma maioria dos cucarioias, TF1 ÍD é um grande com- 
plexo que Lndui TBR e dez ou mais fatores associados á TBP 
(TAFi,do inglês “TBP-flSSOCiaied i&dors"}, Algumas TAFs asse- 
melbam-se a histonas e podem desempenhar um papel no des- 
locamento de nucleossomofl durante a ativação da transcrição, 
Muitos t rans ativa dores de ligação ao DNA podem facilitara ini- 
ciação da transcrição» interagindo com uma ou mais TAFs. 

Um outro co-ativadnr importante, encontrado na levedura, 
consiste em cerca de 20 púUpeptídeos mim complexo protéico 
chamado de mediador Ele se liga forte mente ao domínio car- 
boxilermirtal {CTD.^rbnxyl-fermmal domam"! da RNA poli- 
merase II da levedura. Homologo* de algumas proteínas do 
mediador têm sido identificados nos eucanotos, da levedura ao 
homem. Não sabemos se as funções do TFIID e do mediador 
são distintas, complementares ou superpostas- Acredita-se que 
alguns transativadorrs dc ligação ao DN'A interajam com um ou 
mais componentes do complexo do mediador dá mesma forma 
que TFIID. Complexos lo- a liv adores funcionam na seqüénda 
TATA dos promotores ou próximos a ela. 

Coreografia da ativação tran&cricionaJ. Podemos, agora, 
começar a colocar junto a seqüéncia de eventos da ativação trans- 
cricional num promotor da RNA polinierase II típico, Primeiro, 
o rcmodelamento crucial da cromatina se realiza em etapas. Al- 
guns transativadores de ligação ao DMA possuem afinidade sig- 
nificanie para os» sítios de ligação, mesmo quando eles estão den- 
tro da cromatina condensada. A ligação de um transai ivador pode 
faáliUr a ligação de outros, deslocando gradual mente algum 
nudeouomos. 

Os transai ivado res ligados podem então interagir diretamen- 
te com as HATs tíou complexos enzima ticos, como o SWI/SNF, 
acelerando o remodelamcfito da croma ima circundante. Dessa 
forma, um transativador ligado pode tirar outros componentes 
necessários para um remodela mento adicional da cromatina e 
facilitar a transcrição de genes específicos. Os transativadores 
ligados, geralmente agindo por meio de complexos como o TFIID 
ou o mediador» estabilizam a ligação da RNA polimerase II e 
seus fatores de transcrição associados c facilitam muito a for- 
mação do complexo de pré- iniciação da transcrição. A comple- 
xidade. nesses circuitos regulatórios, é a regra em vez da exce- 
ção. com transativadores de bgaçJo ao DNA múltiplos, promo- 
vendo a transcrição. 


AtivaçAotranscricion*! reversível. Embora» mais r arame n 
te, algumas proteínas reguladoras que se ligam aos promotores 
da RNA polimerase 11 possam agir como repressores, inibindo a 
formação dos complexos de pré ínidaçio I Fig. 2ft~29b). Alguns 
transativadores podem adotar conformações múltiplas, capaci- 
tando-os a funcionar corno atir adores transcriçioniis ou reprti- 
sores. Por exemplo, alguns receptores do hormônio esteroide 
(descritos postetiormenic neste capitulo) funcionam no ntkieu 
como transativador de ligação ao DNA. estimulando a transcri- 
ção de certos genes quando um sinal hormonal osteróide parti- 
cular estiver presente, Quando o hormônio está ausente, as pro- 
teínas receptoras revertem para uma conformação na qual alu- 
am como um repressor, impedindo a formação dos complexos 
de pré-inidaçia Em alguns casos, essa repressão envolve a inte- 
ração com as historias deacilases e outras proteínas que ajudam 
a restaurar a cromatina circundante ao seu estado transcricio- 
na (mente inativa. 

Os genes requeridos pâra o metabolismo dâ 
ga lactose na levedura estão sujeitos tanto à 
regulação positiva quanto à negativa 

Alguns dos princípios gerais descritos anteriorroente podem ser 
itixsirados por um circuito rcguLarório eucanótico bem estuda- 
do [Fig. 28-30), As enzimas requeridas para & importação da 
gutactn&e e o seu metabolismo em levedura são codificadas por 
genes dispersos em vários cromossomos (Ilibei a 2ÈÜ-3). Cada um 
dos genes GÁL é transcrito separadamente» e as células da leve- 
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Figura 26-30 - Regulação da transcrição dos ganes do metabolis- 
mo da galâctose na levedura. A galactose é importada para dentro dâ 
célula e convçrtda em galâCtose-Ê-fosfato por uma via que envolve seis 
enzimas cujos genes estão dispersos em três cromossomos (Tabela 28-3} 
A transcrição desses genes é regulada pelas aç&es combinadas das proteí- 
nas Gal4p. Ga:8Gn e Gallp, com Ga(4p desempen hando o papel central 
de transativador de h gação ao DNA O compkeío G aWfVGalSüp ê inativo 
ttf aí ivaçáo gèmca A ligação da gaiaclosã è GaJ 3o e sua coração oon> 
Gai80p produzem uma ahér ação tonformacionai em GaBÚp que perrm- 
te que GaWp funcone na ativação da transcrição 
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Tabela 28 3 - Gen&s do metabolismo da galactose na levedura 



Função protélea 

Localizarão cromossómfca 

Tamanho protálco 
(número de resíduos) 

Expressão proteica relativa em 
diferentes fontes de carbono 


Glicose 

Glicerol 

Galactose 

Genes regulados 

GAU 

Galactoquinase 

ll 

526 


- 

+■+■+ 

GAL2 

Galactose permease 

XII 

574 

- 

- 

444 

PGM2 

Fosfcglieomutase 

XIII 

569 

+ 

+ 

+4 

GAL? 

Galactose- 1 -fosfato 
uridiltransferase 

II 

365 

~ 

- 

444 

GAL W 

UDP-glicose 4-&pimerase 

II 

699 

- 

- 

4+4 

MEU 

a-Galactosidase 

II 

453 

- 

+ 

44 

Genes regulatónos 

GAL3 

indutor 

IV 

520 

— 

+ 

44 

GAL4 

Atívador transcricional 

XVI 

88 li 

+/- 

+ 

4 

GAL80 

Inibidor transcricional 

XIII 

435 

+ 


44 


Adaptado £ta fleete R & Ptatt A (1997) Signasing activation and nepression of RN A palimerase II transcription in yeast. flioessays 19, 1001-1010. 


dura não poluem operons como aqueles das bactérias. Entre- 
tanto, todos os genes GAL possuem promotores semelhantes e 
são regulados coordenadamente por um conjunto de proteínas 
comuns. Os promotores para os genes GAL consistem de sequên- 
cias TATA e Inr* bem como uma seqüéncía ativadora a montante 
{UASíí) reconhecida por um atívador transcricional de ligação ao 
[3 NA chamado de proteína Gal4 (Gal4p). A regulação da expres- 
são génica pela galactose envolve uma influência mútua entre 
Gal4p e duas outras proteínas* GalSOp e Gal3p (Fig, 28-30). 

GalSOp forma um complexo com Gal4p, prevenindo Gal4p 
de funcionar como um atívador dos promotores de GAL Quando 
a galactose estiver presente, ela liga-se a Gal3p* que então intera- 
ge com Gal80p s liberando Gal4p para funcionar como um ati- 
vador nos vários promotores GAL. 

Outros complexos protéicos também possuem um papel na 
ativação transcricional dos genes GAL. Estes podem incluir o 
complexo SAGA para a a cet ilação da histona, o complexo SWU 
SNF para o remodela mento da histona e o complexo mediador. 
A Figura 28-31 fornece uma idéia da complexidade das intera- 
çòes proteicas em todo o processo da ativação transcricional nas 
células eucarióticas. 

A glicose á a fonte de carbono preferida para a levedura, como 
o é para as bactérias. Quando a glicose está presente* a maioria 
dos genes GAL estão reprimidos, estando a galactose presenteou 
não. O sistema regulatório da GAL, descrito anteriormente* é efe- 
tivamente anulado por um sistema complexo de repressão cata- 
bólica que inclui várias proteínas, não descritas na Figura 28-31 , 

Transativadores de ligação ao DNA 
possuem uma estrutura modular 

Os transativadores de ligação ao DNA tipicamente possuem um 
domínio estrutural distinto para a ligação especifica ao DNÀ e 
um ou mais domínios adicionais para a ativação transcricional 
ou para a interação com outras proteínas reguladoras. A. inte- 
ração de duas proteínas reguladoras é frequentemente media- 
da por domínios contendo motivos de zíperes de leucina (Fig. 
28-14) ou hélice -alça -hélice (Fig, 28-15). Consideraremos aqui 
trés tipos distintos de domínios estruturais usados na ativação 
pelos transativadores de ligação ao DNA (Fig, 28-32a): Gal4p* 
Spl e CTFl. 

Gal4p contém uma estrutura semelhante ao dedo de zinco 
no seu domínio de ligação ao DNA próxima ao amínoterminal; 
esse domínio possui seis resíduos de Cys, que coordenam dois 
Zn 2+ . A proteína funciona como um homodímero (com a dí- 
merização mediada pelas interações entre duas espiras espirala- 
das) e se liga à UAS t3 , uma seqüéncia palindrômica de cerca de 


Proteínas tIMG 



Figura 28 31 - Complexos proteicos envolvidos na ativação da 
transcrição de um grupo de genes eu ca ri óticos relacionados 0 sis- 
tema GAL é mostrado para ilustrar a complexidade desse processo, mas 
nem todos esses complexos protémos já são conhecidos como afetando 
a transcrição do gene GAL Observe que muitos dos complexos (tais como 
5WI/5MF, GCN5-ADA2-ADA3, mediador) afetam a transcrição de muitos 
genes. Os complexos montam -se passo a passo. Os transativadores de 
ligação ao DNA se ligam primeiro, depois começam as proteínas adicio- 
nais dos complexos necessárias para remodelar a crqmatina e permitir a 
transcrição. 
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figura 2S-3J - Transat™ adores de ligação ao ÚHA (a) Transativiido- 
m de ligado » DNA Opta*, como ÇTT1 , GaMp e $pt , possuem cm 
domino de bgsção ao DNA e jn doméiio de ativação A natureza do 
domrto de alwaçào esta indkada por slmbafc» - - -. aodKo., OOO, nco 
em glutã mina, PPP, nco em prolina Algumas ou Todas essas prol emas 
podem alivar a transcrição pela interação com complexos intermediários, 
como o TFIID ou o mediador. Observe que os sítios de iigaçao Ilustradas 
aqui não sãg qeral mente encontrados juntos, próximos da nenhum gene 
(b) Uma proteína quimérica, com o domcruo de ligação ao DMA da SpT e 
o dormncr de ativação do CTFl. ativa a iranscnção se uma sequência GC 
t&N& presente 


]7 pares de bases de comprimento. GaMp possui um domínio 
de ativação separado com muitos resíduos de amínoácídos áci- 
dos. Experimentos, substituindo uma variedade de seqíiénrias 
pcptidkas diferentes peto domínio de ativação acidko da Ga'4p, 
sugerem que a natureza arídica desse domínio seja crítica para a 
sua função, embora a sua sequência de aminoicidos possa vari- 
ar consideravelmente, 

Spl (M, 80.00G) ê um transai ivador de ligação ao DMA para 
um grande número de genes nos eucarioios superiores. Seu sí- 
tio de Ligação ao DNA, a sequência GC (sequência de consenso 
QGGCGGh è uswalmente bem próxima da sequência TATA, O 
domínio de ligação ao DNA da proteína Spl está próximo do 
seu termina] earboxiU e contém três dedos de zinco. Dois ou- 
tros domintos em SpL funcionam na ativação. EJes são caracte- 
r liados pelo fato de 25% dos seus resíduos de aminoácidos se- 
rem Gin, Uma grande variedade de outras proteínas alivadoras 
também possuem esses domínios ricos em glutamina. 

O fator de transcridonal L de ligação à CCAAT (CTFl, 
■CCAAT-binding iranscripdonaJ jfetlor J") pertence a uma h- 
mflia de traruativadores de ligação ao DNA que se ligam a uma 
sequência chamada de sítio CCAAT (sua sequência de consenso 
é TGGN*GCCÀA, em que N é qualquer nudtotídco), O domí- 
nio de ligação do CTFl contém muitos resíduos de aminoáci- 


doa básicos, e a região de ligação é provavdmente arran jada como 
uma a-hélice. Esta proteína não possui um motivo hélice-alç*' 
hélice ou dedo de Zinco; seu mecanismo de Ligação ao DNA per- 
manece a ser clarificado. CTFl possui um domínio de ativação 
rico em prolina.com a Pro representando mais de 20% dos resí- 
duos de aminoácidos. 

Os domínios discretos de ativação c de ligação ao DNA des- 
sas proteínas reguiadoras frequentemente atuam oompVetaineit- 
te independente, como têm sido demonstrados cm experimen- 
to* chamados destroca de domínio" O domínio de ativação nco 
de prolina da CTFl pode ser unido por meio da engenharia ge- 
nética (Capitulo 29 ) ao domínio de ligação ao DNA da Spl h para 
criar uma proteína que, semclhantementc à Spl normal. Liga-se 
às seqüéncias GC no DNA e ativa a transcrição de um promotor 
próximo (Fig. 28- 52b)- O domínio de ligação ao DNA da GaUp 
foi da mesma forma substituído experimentalmente pdo domí- 
nio de ligação ao DNA do repressor procariótko LexA (da res- 
posta SOS; Fig. 28-25). Essa proteína quimérica nem se Liga ás 
sequências UASq e nem ativa os genes GAL da levedura (como 
faria a Gal4p normal), a menos que a seqUénda UASn no DNA 
seja substituída peto sítio de reconhecimento da LexA. 

A expressão génica eucariótita pode ser regulada 
por sirvais in tercei u tares e intracelulares 

Os efeitos dos hormônios esteróides (e dos hormônio* tireoidea- 
nos e rclinôides, que compartilham o seu modo de ação) forne- 
cem outros exemplos bem estudados da modulação das proteí- 
nas reguladoras eucarióticas pela interação direta com sinais 
moleculares. Ao contrário de outros tipos de hormônios, os do 
tipo esterótde não *e ligam a receptores da membrana plasmabca 
cdukr, Bes interagem Com receptores intracelulares que são, pgr 
sua vez. transativadore* iranscrkkmais. Hormônios rsieróides. 
muito hldrofòbicos para se dissolverem facilmenle no sangue 
festrógeno, progesterana e cor tí sol, por exemplo), circulam em 
proteínas transportadoras específicas, desde o ponto de sua Libe- 
ração até o* seus tecidos -alvo. No tecido- alvo, os hormônios pas- 
sam através da membrana plasmátka por difusão simples e se 
ligam á sua proteína receptora específica no nôdeo ( Fig, 28-33 1 
O complexo homiònio- receptor a tua hgando-sc a sequências de 
DNA altamente especificas chamadas de elementos da resposta 
hormonal (HREs, "iiíirraonc response Hcments*) e alteram a 
expressão gênica. A ligação hormonal desencadeia alterações na 
conformação das proteínas do receptor de forma que elas se tor- 
nam capazes de interagir com fatores de transcrição adicionais, 
O complexo hormônio, receptor ligado pode ou aumentar ou 
suprimir a expressão dos genes adjacentes. 

As sequências de DNA (HREs) ãs quais os complexos hor- 
mônio- reteptor sc ligam são semelhantes em comprimento c 
arranjo, mas diferem em seqüéncia, para os vários hormônios 
esteróides. Cada receptor possui uma sequência ti RE consenso 
í TabeU 28-4) à qual o complexo hormônio- receptor se liga bem. 
cada seqdènda consenso consistindo em duas sequências de seis 
nudeotldcos ou contíguas ou separadas por très nuJeotideos 
em arranjos repetitivos ou palmdrômicos. Os receptores hor 
monaifi possuem um domínio de ligação ao DNA aJ la mente con- 
servado com dois dedos de ri nco (Fíg, 28-33). O complexo hor- 
mônio- receptor se liga ao DNA como um d í mero, com os do- 
mínios dedo de zinco de cada monômero reconhecendo uma 
das sequências de seis nudcotidens. A habilidade de um certo 
hormônio de agir através do complexo hormônio- receptor para 
alterar a expressão de um gene específico depende da sequência 
exata do II RE, de sua posição relativa an gene e do número de 
HREs associadas com o gene. 
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Figura 28-33 - Receptores hormonais esteróides típicos Estas proteínas receptoras possuem um sitio de ligação para o hormônio, um 
domínio de ligação ao DNA e uma negião que ativa a transcrição do gene regulado. O domínio de ligação ao DMA altamente conservado 
possui dois dedos de zinco. A seqüência mostrada aqui é a do receptor estrogênio, mas os resíduos em negrito são comuns a todos os 
receptores dos hormônios esteróides. 


Tabela 28-4 - Elementos da resposta hormonal ligados por recep- 
tores hormonais do tipo esterúide 


Receptor 

Sequência consenso de ligação* 

Andrúgeno 

GG fl / T ACAN 2 TGTTCT 

Glieocorticóide 

GGTACANjTGTTCT 

Acida reünóicq (alguns) 

AGGTCANsAGGTCA 

Vitamina D 

AGGTCANjAGGTCA 

Hormônio tireoideano 

aggtcan^aggtca 

RX f 

AG GTC ANÂGGTC AMÀGGTC AM AGGT CA 


*N representa qualquer nucteotídeo. 

'Forma dimero com o receptor do ácido retinóico ou o receptor dá vitamina D. 


Ao contrário do domínio de ligação ao DNA, a região de 
ligação do ligante à proteína receptora, sempre no terminal car- 
boxila, é bem específica para o receptor particular Na região de 
ligação do ligante, o receptor glkocorticóide é apenas 30% se- 
melhante ao receptor estrogéníco e 1 7% an receptor do hormô- 
nio tireoideano. O tamanho da região de ligação ao Ligante varia 
dramaticamente! no receptor da vitamina D, ele possui apenas 
25 resíduos de aminoácidos* enquanto, no receptor mineralo- 
corticóíde, ele possui 603 resíduos. Mutações que alteram um 
aminoácido nessas regiões podem resuitar em perda da resposta 
para um hormônio específico. Algumas pessoas incapazes de 
responder ao cortisol, à testosterona, à vitamina D ou à tiroxina 
possuem mutações desse tipo, 

A regulação pode ocorrer por meio 
da fosforilaçao de fatores de transcrição 
nuclear 

Registramos, no Capítuio 13* que os efeitos da insulina, na ex- 
pressão génica, são mediados por uma série de etapas que levam 
final mente ã ativação de uma proteína quinase no núcleo* que 
fosforila proteínas de ligação ao DNA específicas e* portanto, 
altera sua habilidade de agir como fatores de transcrição. Esse 
mecanismo geral medeia os efeitos de muitos hormônios não- 
esteróides. Por exemplo, a via p-adrenérgica que leva a níveis 
elevados de cAMF ciiosóiico e age como um mensageiro secun- 
dário nos eucariotos* da mesma forma que em procahotos (veja 


Figs. 13-11 e 28- IS)* também afeta a transcrição de um conjun- 
to de genes, cada um dos quais está localizado próximo a uma 
seqüéncia de DNA específica chamada de elemento de resposta 
ao cAMP (CRE*“cAMP response element”). A subunidade cata- 
lítica da proteína quinase A, liberada quando os níveis de cAMP 
se elevam (veja Fig. 13-14), entra no núcleo e fosforila uma pro- 
teína nuclear, a proteína de ligação ao CRE (CREB), Quando 
fosforilada* CREB se liga aos CREs próximos a certos genes e 
atua como um fator de transcrição, iniciando a transcrição des- 
ses genes. 

Muitos mRNAs eucariòticos estão 
sujeitos à repressão tradudonal 

A regulação no nível da tradução assume um papel muito mais 
proeminente nos eucariotos do que nas bactérias e é observado 
numa série de situações celulares. Em contraste com o forte aco- 
plamento da transcrição e tradução, que ocorre nas bactérias, os 
transcritos* gerados num núcleo eucariótico, devem ser proces- 
sados e transportados para o citoplasma antes da tradução. Isso 
pode impor um atraso signifkante no aparecimento de uma 
proteína. Quando um aumento rápido na produção da proteína 
for necessário, um mRNA traducionalmente reprimido, já no 
citoplasma* pode ser ativado para a tradução sem atraso. A re- 
gulação tradudonal pode desempenhar um papel especial men- 
te importante na regulação de certos genes eucariòticos muito 
longos (alguns são medidos em milhões de pares de bases), para 
os quais a transcrição e o processamento do mRNA podem re- 
querer muitas horas. Alguns genes são regulados tanto nos está- 
gios de transcrição quanto nos da tradução, com o último de- 
sempenhando um papel na regulagem fina dos níveis protéicos 
celulares. Km algumas células anucleadas, como o reticulócito 
(eritrócitos imaturos), o controle transcricional é inteiramente 
não disponível e o controle tradudonal do armazenamento dos 
mRNAs torna-se essencial. Como será descrito posleríormente 
neste capítulo* os controles traduci onais podem ter também um 
significado espacial durante o desenvolvimento, em que a regu- 
lação da tradução de mRNAs pré- posicionados cri a um gradiente 
local do produto protéico resultante. 
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Os cucar io to* possuem, pelo menos» três mecanismo* prin- 
cipais de regulação tradudoml, 

1. Os fatores de iniciação são submetidos 4 fosíortbção por vá- 
rias proteínas qumases. As formas íosforil adas xào frequente- 
mente menos Ativas e levam a uma depressão geral da tradu- 
ção na eéluk. 

2, Algumas proteínas se ligam direta mente ao mRNÁ e atuam 
como repmsofrt traducinnais, muitas das quais se lipm a 
sítios específicos na região 3 r não traduzida ídTTR, “Tiíti- 
franslated region"). Assim pnskioriJidU*, essas proteína* in- 
teragem com outros fatores de iniciação da tradução ligados 
Mi mttXA ou com a subun idade nbossòmica 40S para preve- 
nir a iniciação da tradução (Fig. 28-34; compare esta com a 
Fig. 27-24), 



Região nao iradund* 3" 
í3 T t/TH) 

Figura 2 8 34 - Regulação iraducicmal do mRWA eucariotko Um 

mecanismo importante para a regulação Ifàduoonat nos eucanotos en- 
volve a ligação de regressares fradudonafe (proteínas de ligado ao HW A) 
em sitio* específicos na região 3' não traduzida (.3'UTH) do mH NA, Essas 
proteínas interagem com fatores de imcuçáQ eucariòticos ou com o ri» 
bossomo (veja Fig, 27-24) para prevenir ou dlmmuir a tradução. 

3, Proteínas de ligação, presentes nos eucariotos da levedura aos 
mamíferos, rompem a interação entre elF4F eeIF4G (veja Fig. 
27-24). As versões nas mamíferos são chamadas de 4E-BP* 
(abreviatura para a expressão inglesa H elF4E binding pro- 
teins" ) . Quando o crescimento celular for Lento, essas proteí- 
nas limitam a tradução, ligando-se ao sítio do eIF4E, que nor- 
malmente interage com o dF4G. Quando o crescimento ce- 
lular mnkia ou aumenta em resposta a fatores de crescimenlo 
ou a outros estimulo*, as proteínas de ligação são ínativadas 
pda proteína quinase dependente de fosfnrüação, 

A variedade dos mecanismos de regulação traducional forne- 
cem flexibilidade, permitindo focalizar a repressão de uns pou- 
co* mRfvÀiOU a regulação global de toda a iradução celular, 

A regulação traducional tem sido particularmenlc bem es» 
ludad* nos reticulóeitos, Um mecanismo importante, nessas 
células» envolve elF2, □ fator de iniciação que se liga au IKNA 
iniciador e o conduz para o ribossomo; quando o MetRNA se 
liga ao sítio P» o fator e!F2B se liga ao dF2, reciclando-o com a 
ajuda da ligação e hidrólise do GTP» A maturação do retícutóci- 
to inclui a destruição do núcleo celular, deixando atrás uma 
membrana plasmátíca empacotada com hemoglobina. RNÀs 
mensageiros, depositados no citoplasma antes da perda do nú- 
cleo, permitem a substituição da hemoglobina, conforme for 
requerido. Quando o reticulòcito se toma deficiente em ferro 
ou heme, a tradução do mRNA da giobim é reprimida, Uma 


proteína quinase chamada dc HCR (do inglês “liemin-contnoU 
led repressor") é ativada, catalisando a fosfor ilação do clF2, Na 
sua to mu íosfb rtl ada , el F2 forma um complexo estável com 
elF2B que sequestra o elF2. tornando-o não disponível para * 
participação na tradução, PcwM forma, o reticuJóciLo coordena 
j vi n lese da globina com a disponibilidade do heme. 

Muitos exemplos ada tonais da regulação traduciúnü foram 
encontrados no estudo do desenvolvimento de organismos 
mult iceluLires, um tópica 40 qual voltaremos agora, 

O deiêfi volvi mento é controlado por 
uma cascata de proteínas reguladoras 

IVIa absoluta complexidade c intrincada coordenação, us padrões 
da regulação genica, induzidos pelo desenvolvimento dc um zi- 
goio num animal ou planta multiodular, não têm iguais. O de- 
senvolvimento requer transições na morfologia v na composi- 
ção de proteínas que dependem de alterações fortemente coor- 
denada* na expressão do gentima do organismo. Mais genes são 
expressos durante o início do desenvolvimento do que cm qual- 
quer outra parte do ciclo da vida. Por exemplo, o oócito do ou- 
riço do mar possui cerca de 18,500 mRNAs diferentes, compara- 
dos com cerca de ó.QUÜ mRNAs diferentes nas células dos teci- 
dos diferenciados típicos. Os mfthíAs, no oócito. dão origem i 
uma cascata de eventos que regulam a expressão de muitos ge- 
nes tanto no espaço quanto no lempa 

V anos animais tém surgido como sistemas modelos impor- 
tantes para o estudo do desenvolvimento, porque des são fattts 
de manter num laboratório e possuem tempo de geração rdati- 
vamente curta Eles incluem os nematodos, a mosca das trutas, 
O peixe-zebra, o camundongo e a planta Arabidopsn, Esta dis- 
CUSSão fiscalizará o desenvolvimento da mosca das firulas. Nossa 
compreensão dos eventos moleculares que ocorrem no desen- 
volvimento da PmsíJpfiiífí metanogaster é parlícularmcnte bem 
avançada e pode ser usada para ilustrar padrões e princípios de 
significado geral. 

ü ciclo de vida da mosca das frutas inclui a metamorfose 
completa na sua pragres&âo de um embrião a uni adulto iTíg, 
28-35}. Entre as característica* mais importantes do embrião 
estão a sua polaridade (as partes anterior e posterior da animal 
são facilmente distinguidas» da mesma forma que as partes dor- 
sal L- central ) e o seu metamer ismo (o corpo do embrião é cons- 
truído de segmentos serial mente repetidos* cada um com íei- 
Çócs características}. Durante o desenvolvimento, evse* segmen- 
tos se tornam organizado* em: cabeça, tórax e abdómen, ríadi 
segmento do tórax adulto possui um conjunto de jpéndke* 
diferentes, O desenvolvimento desse padrão complexo esli sob 
controle genética e uma varíedade de gene* que regulam a for- 
ma foi descoberta e afeta dramaticamente a organização do 
corpo, 

O ovo da Drosophihi* lunto com suas 1 5 células nutritivas, é 
circundado por uma camada de células foliculares \ Fig. 28- 36a j 
À medida que a célula ovo é formada (antes da fertilização), o* 
mRNAs e as proteína* originados na* células nutritivas c fdlicu- 
lares são depositada* na célula: alguns deles desempenham um 
papel crítico no desenvolvimento. 

Assim que o avo fertilizado é botado, o seu núcleo se divide 
e os descendentes nucleares continuam a se dividir cm sincronia 
a cada 6 a lOmin (Fig, 28-3hb), A* membranas plasmáticas não 
são formadas em volta desses núcleos, e eles são distribuídos 
dentro do citoplasma do avo (ou sinddo). Entre o 8 U e H w ciclo 
de dlvisúe* nucleares, o núcleo migra para a camada externa do 
ovo» formando uma monocaniuda de núcleo* circundando oci- 
inpljsma comum rico em gema; este é o blaslóderma sinCiCuL 



Figura 28^35 - O clcfo de vida da mosca daí frutas Drosophiía metanogaster. A metamorfose completa significa que a forma 
do inseto adulto é radical mente diferente daquela dos seus estágios imaturos; uma transformação que requer extensas alte rações 
durante o desenvolvimento. Nas etapas embrionárias tardias, sâo formados segmentos, cada um contendo estruturas especializa- 
das, a partir das quais se desenvolverão os vários apêndices e outras características da mosca adulta 


Depois de algumas divisões adicionais, as invaginações da mem- 
brana circundam os núcleos e criam uma camada de células que 
formam o blastoderma celular. Nessa etapa, os ciclos m itéricos» 
nas várias células, perde sua sincronia, Q destino desenvolvimen- 
tal das células é determinado pelos mRNÀs e proteínas oríginal- 
mente depositados no ovo pelas células nutritivas e foliculares. 

Proteínas cujas concentrações ou atividades locais induzem 
os tecidos circundantes a desenvolverem uma forma ou estrutu- 
ra particular são algumas vezes chamadas de morfogenes; eles 
são os produtos de genes que regulam a forma. Como definido 
por Christiâne Nüssleln-Yblhard, Edward B. Lewis e Eric K Wi- 
eschaus, três classes principais de genes que regulam a forma 
funcionam nos estágios sucessivos do desenvolvimento para es- 
pecificar as características básicas do corpo do embrião da Dro- 
suphilü: genes maternais, de segmentação e homeótiens. Os ge- 
nes maternais são expressos no ovo não fertilizado,, e os mRNAs 
maternos resultantes permanecem dormentes até a fertilização, 
Estes fornecem a maioria das proteínas necessárias nas fases mais 
iniciais do desenvolvimento, até que o blastoderma celular seja 
formado. Algumas das proteínas, codificadas por estes mRNAs* 
direcionam a organização espacial do desenvolvimento do em- 
brião nas fases iniciais, estabelecendo sua polaridade. Os genes 
de segmentação são transcritos depois da fertilização e direcio- 
nam a formação do número apropriado de segmentos do corpo. 
Pelo menos, trés subclasses de genes segmentares atuam em eta- 
pas sucessivas: os genes lacunas (“gap 71 } dividem o embrião em 
desenvolvimento em várias regiões grandes, os genes da regra 
dos pares ( H, pair-rule”) juntos aos genes da polaridade segmentar 
definem as 14 listras que se tornam os 14 segmentos presentes 
num embrião nurmal. Os genes hom cólicos são expressos de- 
pois. Eles especificam que órgãos e apêndices se desenvolverão 
nos segmentos particulares do corpo. 

Os muitos genes regulatórios, nessas trés classes, direcio- 
nam o desenvolvimento de uma mosca adulta com uma cabeça, 
tórax e abdómen, com o número de segmentos apropriados e 


com os apêndices corretos em cada segmento. Embora a embrio- 
gênese leve um dia para se completar todos esses genes são ati- 
vados durante as primeiras quatro horas. Alguns mRNAs e 
proteínas estão presentes por apenas alguns minutos, em pontos 
específicos, durante esse período. Alguns dos genes codificam 
fatores de transcrição que afetam a expressão de outros genes 
numa espécie de cascata do desenvolvimento. A regulação no 
nível da tradução também ocorre, e muitos dos genes regula- 
tórios codificam repressores traduci onais, a maioria dos quais 
se liga à 3 r UTR do mRNA {Fig. 28-34). Pelo fato de muitos 
mRNAs serem depositados no ovo antes que a sua tradução seja 
requerida, a repressão traducional fornece uma avenida espe- 
cialmente importante para a regulação nas vias do desenvol- 
vimento. 

Genes maternais. Alguns genes maternais são expressos den- 
tro das células nutricionais e foliculares, e outros, no próprio 
ovo. Dentro do ovo não fertilizado da Drosophiía t os produtos 
dos genes maternais estabelecem dois eixos: o àntero-posterior 
e o dorso- ventrai. Esses genes definem que regiões do ovo, radi- 
almente simétrico» irâo se desenvolver na cabeça e abdômen e 
no dorso e ventre da mosca adulta, Um evento no desenvolvi- 
mento inicial é o estabelecimento dos gradientes de mRNÀ e 
proteínas ao longo desses eixos do corpo. Alguns mRNAs ma- 
temos possuem produtos protéicos que se difundem através do 
citoplasma para criar uma distribuição assimétrica. Diferentes 
células no blastoderma celular herdam, portanto, diferentes 
quantidades dessas proteínas, colocando as células em vias do 
desenvolvimento diferentes. Os produtos dos mRNAs maternos 
incluem ativadoresou repressores transcrídonais, bem como re- 
pressores traducionais, todos regulando a expressão de outros 
genes que regulam a forma. Os padrões e as sequências específi- 
cas de expressão gênica, portanto, diferem entre as linhagens ce- 
lulares, orquestrando finalmente o desenvolvimento década es- 
trutura do adulto. 
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Figura 28-3Ê- Desenvolvimento inicial na Drosophila (a) Desenvol- 
vimento d(5 ovo. mRNAs maternos (incluindo os transcritos gènicos bkót- 
de e nanos, discutidos no texto) e proteínas s5a depositados no oúcito 
em desenvolvimento (célula ovo nao fertilizada) pelas células nutritivas e 
folicuiares, (b) Desenvolvimento embrionário inicial Os dois núcleos do 
ovo fertilizado dividem-se sincnonicamente num citoplasma comum («n- 
cicio), depojs migram para a periferia Invaginaçòes da membrana circun- 
dam os. núcleos para criar uma monocamada de células na periferia, este 
é o estágio do blastoderma celular. Durante ® do-vies nucleares i nrciats, 
vânos nudeos da extremidade postenor lomam-se «tuias pdares, que 
mais tarde se ! ornarão células da fcnha gefmnaova 



Clvistiãne Nussieio-VOlb*d 


O eixo anterior- poslenur é definido, pelo menos em parle, 
pelos produtos dos genes bkóide e na nos da Drpínphih, O pro- 
duto do gene bicóide é um morfogene anterior importante e o 
produto do gene nános é um morfogene posterior, O mRNA do 
gene bkóide é sintetizado pelas células nutritivas c depositado 
no ovo não fertilizado, próximo ao seu pólo anterior Christii- 
ne N üisktn-Vollwd descobriu que esse mRNA ê traduzido logo 
depois da fertilização, e â protdna Bicóide se difunde através da 
célula para criar um gradiente de concentração que irradia do 
pólo anterior a partir da sétima divisão nudear l Fig, 28- 37a K À 
proteína Bicóide é um fator de iranschção que ativa a expres- 
são de vários genes segmentares; a proteína contém um Homeo- 
domínio ( pág. 852 ). Bicóide è também um rrpnxHiT tradudO’ 
rui que inativa certos mRNA*. As quantidades da proteína Bi- 
cóide, cm várias partes do embrião, afetam a expressão 
subsequente de vários outrm genes numa maneira dependente 
dó limiar. Os genes são transcridonalineme ativados ou tradu- 
cionalmente reprimidos apenas onde a concentração da proteí- 
na Bicóide excede o limiar AUcraçóes na forma do gradiente de 
concentração do Bicóide produzem efeitos dramáticos na for- 
ma do corpo, A falta da proteína Bkóide resulta no desenvolvi- 
mento de um embrião com dois abdõmens* mas sem cabeça ou 
tórax (lug. 28 -3 7b); entretanto, esses embriões se desenvolvem 
notmdmenté se uma quantidade adequada do mRNA bicóide 
for injetada no ovo na extremidade apropriada. O gene mi nus 
possui um papel análogo, mas o seu mRNA é depositado na 
extremidade posterior do ovo e o gradiente anterior- posterior 
tem um pico no pólo posterior, A proteína Nanos é um repres- 
sor traducionaL 

Uma visão mais ampla nos efeitos dos genes matemos reve- 
la as linhas gerais de um circuito do desenvolvimento. Além dos 
mRNAs buúvk e wjwj, que São depositados no ovo assimein- 
canwnte. vários outros mRNA* matemos são depositados uni* 
formemente através do citoplasma da ova Três desses mRNAs 
codificam as proteínas Pumilio, Hunchback e Caudal, todas afe- 
tadas por bkóide e mim» (Pig. 28 38) Cauda! e Puirulio estão 
envolvidas no desenvolvimento da extremidade posterior da 
mosca. Caudal è um atrvador transcridonal com um bomeodo- 
minio; Pumüio é um repressur iradurionah A proteína Hunch- 
back desempenha um papel importante no desenvolvimento 
anterior da mosca e é também um regulador transcridonal de 
uma variedade de genes, cm alguns casos um regulador positi- 
vo; em outros casos, negativo. Bicóide suprime a tradução do 
lYtudfii na extremidade anterior c age também como um ativa- 
dor transcridonal de huiiLhbmk no blastoderma celular, Como 
hunchhaek é expresso tanto a partir de mRNAs maternais quan- 
to de genes no ovo em desenvolvimento, ele é considerado um 
gene tanto maternal como de segmentação, O resultado das ati- 
vidades de Bicóide é um aumento na concentração de Hunch- 
back na extremidade anterior do ovo. As proteínas Nano* e Pu- 
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Figura 28-37 - Distribuição de um produto gênko maternal num 
ovo do Drosophil* (a) Micrografia de um ovo de DnwapWto irnunülo- 
gica mente corado, mostrando a distribuição do produto gémeo bicôíde 
(ÍjccíJ. O gráfico mede a intensidade do corante. Esta distribuição ê essen- 
cial para o dosenvalvumento normal das estruturas anteriores do animai, 
(b) Se o gene bed não for expresso pela mãe (mutante bcrfvbctí") e depo- 
sitado no ovo, q embrião resultante terá duas regiões posteriores. 
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Figura 28-38 - Circuitos ragulatòrlos no eixo anterior-posterior num 
ovo da Drosophila Os mRNAs bicôtdn e nanos são localizados nos pó- 
los anterior e posterior, respectiva mente, Os m RN As caudal, hunchback e 
permito são distribuídos por todüO citoplasma do ovo. Os gradientes das 
proteínas Bicóide e Na nos levam ao acúmulo da proteina Hunchback na 
extrem idade anterior e da proteína Caudal na extremidade posterior do 
üvü. Pelo fato de a proteína Pumulio requerer a proteína Nanos para a 
sua atividade como um repressor tradudonal de hunçhbaçk, çla funciona 
apenas na extrem idade posterior 


milio atuam como repressores tradudonais de hunchbacki su- 
primindo a síntese da suã proteína próximo à extremidade pos- 
terior do ovo. Pu milio não funciona na ausência da proteína 
Nanos* e a expressão do gradiente de Nanos confina a atividade 
das duas proteínas à região posterior. À repressão tradudonal 
do gene hutiçhbaçk leva à degradação do mRNA hunchbíick pró- 
ximo à extremidade posterior. Entretanto* a falta da proteína 
Bicóide na extremidade posterior leva ã expressão do caudal 
Dessa maneira, as proteínas Huncbback e Caudal tornam-se as- 
sim et ricamente distribuídas no ovo. 

Genes de segmentação. Os genes das lacunas* das regras dos 
pares e da polaridade segmentar, três subclasses dos genes seg- 
mentares em Drosopíiiífl, são ativados em etapas sucessivas do 
desenvolvimento embrionário. Á expressão dos genes das lacu- 
nas é, geral mente, regulada pelos produtos de um ou mais genes 
maternais. Pelo menos, alguns dos genes das lacunas codificam 
fatores de transcrição que afetam a expressão de outros genes de 
segmentação ou homeóticos (depois). 

Um gene de segmentação bem caracterizado é o fushi tarazu 
(fiz)y da subclasse da regra dos pares. Quando fiz é deletado, o 
embrião desenvolve sete segmentos em vez dos 14 normais, cada 
segmento com o dobro da largura do normal. A proteína Fushi- 
tarazu (Ftz) é um ativador transcrícional com um homeodomí- 


nio. Os niRNÁs e as proteínas derivadas de um gene ftz normal 
acumulam num padrão admirável de 7 listras que circundam os 
dois terços posteriores do embrião (Fig. 2H-39). .As listras de- 
marcam as posições dos segmentos que se desenvolvem poste- 
riormente; esses segmentos são eliminados se a função ftz for 
perdida. A proteína Ftz e umas poucas proteínas reguladoras se- 
melhantes regulam direta ou indiretamente a expressão de um 
grande número de genes na continuidade da cascata do desen- 
volvimento. 

Genes homeóticos. A perda de genes homeóticos por muta- 
ção ou deleção produz o aparecimento de um apêndice normal 
ou estrutura do corpo em uma posição do corpo ínapropriada. 
Um exemplo importante é o gene uítrabithomx (Ubx J. Quando 
a função Ubx ê perdida, o primeiro segmento abdominal se de- 
se nvülve incorretamente, tendo a estrutura do terceiro segmen- 
to torácico. Outras mutações homeóticas conhecidas produzem 
a formação de um conjunto de asas extras (pág. 846)* ou duas 
pernas na posição da cabeça* onde normal mente se encontram 
as antenas (Fig. 28-40). 

Qs genes homeóticos espalham-se por longas regiões do 
DNA. O gene ubx r por exemplo, tem 77.ÜÜÜ pares de bases de 
comprimento e contém íntrons de até 50.000 pares de bases. 
A transcrição desse gene dura aproximadamente uma hora. 
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figura 2B-39 - Distribuição do produto do gene fushf tara zu ( ftz ) 
no Inklodo embrião da Drosaphfla (a) Nq embrião normal, o produ- 
to gènico pode ser detectada em sete bandas em volta da circunferência 
do embrião (mostrado esquematicamente), (b) Estas bardas sâo vistas 
como manchas escuras (geradas par urna ma rcaçâo radioativa) na auto- 
radmgrafia de um corte seccional, e (c) demarcam as margens anteriores 
dos segmentos no embrião avançado (marcado em vermelho). 


O atraso que isso impõe na expressão gê nica de Ubjc acredita- 
se que seja um mecanismo de tempo envolvido na regulação 
temporal das etapas subsequentes do desenvolvimento, A pro- 
teína Ubx é um outro ativador transcrkional com um homeo- 
domínio {Fig. 28- 1 3)* 

Muitos dos princípios do desenvolvimento esboçados ante- 
riormente aplicam -se dos nematodos até o homem.. Algumas das 
próprias proteínas reguladoras são conservadas. Por exemplo, 
os produtos dos genes, contendo a sequência homeo HOX 1 ,J 
no camundongo e na antennapedia da mosca das trutas, dífe- 



Figura 28-40 - Os efeitos das mutações nos genes homeóticos na 
Drosophila (a) Cabeça normal, (b) Mutante homeótica (antwnapae- 
dia) na qual as antenas sâo substituídas por pernas. £m outra mutante 
horneótica, bitórax, um segmento se desenvolve mcorretamente produ- 
zindo um conjunto de asas entra (veja pãg. 846) 


rem apenas em um resíduo de amlnoácido. É dares que, embora 
os mecanismos moleculares regulatórios possam ser semelhan- 
tes, muitos dos eventos moleculares finais não são conservado® 
(o homem não possui asas ou antenas), A descoberta de deter- 
minantes estruturais com funções moleculares identificáveis é a 
primeira etapa na compreensão dos eventos moleculares que dão 
suporte ao desenvolvimento. À medida que mais genes e seus 
produtos gênicos sejam descobertos, o lado bioquímico desse 
vasto quebra-cabeça será elucidado com um detalhamento cada 
vez mais rico. 


Resumo 


A expressão dos genes é regulada por vários proces- 
sos que afetam as velocidades pelas quais os produ- 
tos gênicos são sintetizados e degradados. Muito 
dessa regulação ocorre no nível da iniciação da trans- 
crição, mediada por proteínas reguladoras que ou 
reprimem ou ativam a transcrição em promotores 
específicos. C) efeito dos repressores è chamado de 
regulação negativa; a ativação é a regulação positiva. 

Ag proteínas reguladoras são proteínas de liga- 
ção ao DNÀ que reconhecem seqüéncias de DNA 
específicas; a maioria das quais possuem domínios 
de ligação ao DNA distintos. Dentro desses domí- 


nios, motivos estruturais comuns que ligam ao DNA 
são a hélice -volta -hélice, o dedo de zineo e o humeu- 
domínio. Proteínas reguladoras também contêm do- 
mínios para interações proteína -proteína, incluin- 
do o zíper de leucina e a hélice-alça- hélice, envolvi- 
das na dimerização e outros domínios implicados 
na ativação da transcrição. 

Nas bactérias, genes que codificam produtos com 
funções interdependentes são frequentemente agru- 
pados numa u nica unidade de transcrição, chama- 
da de operon, e a transcrição dos genes é geralmen- 
te bloqueada pela ligação de uma proteína repres- 
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sura específica mim siliü do DNA chamado de ope- 
rador. A dissociação do repressor do operador é 
mediada por uma molécula específica pequena, cha- 
mada de indutor, Esses princípios foram primeiro 
elucidados nos estudos do operori da lactose {foc). 
O repressor Lac dissocia -se do operador tac quando 
o repressor se liga ao seu indutor, a alolactose. 

O operon da lactose da E. cotj também exibe uma 
regulação positiva pela proteína receptora do eAMP 
(CRP). Quando [cAMP] for alta (ou seja, quando a 
[ glicose} for baixa), a CRP liga-se a um sítio especí- 
fico no DNA, estimulando a transcrição do operon 
lac e a produção das enzimas metabolizadoras da 
lactose, A presença da glicose deprime [cAMP), di- 
minuindo a expressão dos genes lac e outros genes 
e prevenindo o metabolismo de açúcares secundá- 
rios, Um grupo de operons coordenadamente re- 
gulados é referido como um regulo n. 

No operon da arabinose Ura), a proteína AraC 
age tanto como ativadora quanto como repressor a. 
Alguns repressores, como no operon ara, regulam a 
sua própria síntese (auto- regulação). Algumas pro- 
teínas reguladoras no sistema ara ligam -se a sítios 
de DMA distantes muitos pares de bases entro si e 
interagem pela formação de uma alça de DNA. 

Os operons, que produzem as enzimas da síntese 
do a mino ácidos, possuem um circuito regulador 
chamado de atenuação, que usa um sitio de termi- 
nação da transcrição (o atenuador). A formação da 
estrutura do atenuador no mRNA é modulada por 
um mecanismo que acopla a transcrição e a tradu- 
ção enquanto responde a pequenas alterações na 
concentração dos axninoácidos, 

No sistema SOS, genes múltiplos não agrupa- 
dos, que são reprimidos por um único tipo de pro- 
teína ropressora, são induzidos simultaneamente 
quando o DNA lesado desencadeia a proteúlise 
auto-catalítica do repressor facilitada pela proteína 
Re cá. Alguns genes p roca rí óticos são regulados 
pelos processos da recomb inação gênica que trans- 
ferem os promotores relativamente aos genes que 
estão sendo regulados. A regulação pro ca ri ótica 
pode também ocorrer no nível da tradução. Na sín- 
tese das proteínas ribossomais, unia proteína, em 
cada operon r- proteína, atua como um repressor 
tradudonal. O mRNA é ligado pelo repressor e a 
tradução, dessa forma, é bloqueada apenas quando 
a r- proteína estiver em excesso ao rRNA disponí- 
vel. Esses mecanismos diversos permitem uma res- 


posta celular muito sensível a alterações nas condi- 
ções ambientais. 

As células eucarióticas usam muitos dos mesmos 
esquemas regulatórios, embora a regulação positi- 
va pareça ser mais comum e a transcrição seja acom- 
panhada por grandes alterações na estrutura da cro- 
matina. Os promotores para a RN A polimerase II 
tipicamente possuem sequências TATA e tnr, bem 
como sítios de ligação múltiplos para os transativa- 
dores de ligação ao DNA. Esses sítios, algumas ve- 
zes localizados a centenas ou mesmo milhares de 
pares de bases distantes da seqiiéncia TATA, sãu cha- 
mados de sequências ativadoras a montante ua le- 
vedura e intensificadores nos eucarintos superiores. 
Grandes complexos de proteínas são geralmente 
requeridos para regular a atividade transcricional, 
Gs efeitos dos transativadores de ligação ao DNA 
na RNA polimerase LJ são mediados por complexos 
protéicos co-atívadores, como o TFIID ou o media- 
dor. As estruturas modulares dos transativadores 
possuem domínios distintos de ativação e de liga- 
ção ao DNA, Outros complexos proteicos, incluin- 
do as histonas acetiltransferases, como GCN5- 
ADA2-ADA3, e complexo dependentes de ATP, 
como o SWI/SNF e NURF, remodelam reversivel- 
mente a estrutura da cromatina. 

Os hormônios afetam a regulação da expressão 
gènica em uma de duas maneiras. Os hormônios 
esteróides ou tireoideanos interagem diretamente 
com receptores intracelulares que são proteínas re- 
guladoras; a ligação do hormônio possuí efeitos po- 
sitivos ou negativos na transcrição dos genes atingi- 
dos pelo hormônio. Os hormônios não esteróides 
se ligam a receptores da superfície da célula, desen- 
cadeando unia via de sinalização que pode levar à 
fosiorilação de uma proteína reguladora, afetando 
sua atividade. 

O desenvolvimento de um organismo multice- 
lular apresenta o desafio regulatório mais comple- 
xo. G des d no das células* no início do embrião, é 
determinado pelo estabelecimento de gradientes de 
proteínas, anterior-posterior e dorso ventral, que 
atuam como transativadores ou repressores, regu- 
lando os genes reque ridos para o desenvolvimento 
de estruturas apropriadas para uma parte específica 
do organismo. Conjuntos de genes regulatórios ope- 
ram em sucessão temporal e espacial, transforman- 
do certas áreas de uma célula ovo cm estruturas pre- 
diz! veis no organismo adulto. 
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Problemas 


I . tfeiio da estabilidade do mRNA r da proteina na regu- 
larão. Células da E coli estio ncscendo num meio com 
glicose como unlca fonte de carhortn. O iriplofano è adi- 
cionado abruptamente- Àfl células continuam a crescer e 
dividem-se a cada 30 minutos, Descreva (qualltativamen- 
te) como a quantidade da atividade da triptofano s-Liite- 
tasc na& células muda iiü> segui titçs coudi^Ae-s: 

(a) D mRNA do trp é estável (degradado lentamente 
depois de multas horas). 

(b) Ü mRNA do trp é degradado rapidamente, mas a 
triptofano sintetase ê estável. 

(c} O mRNA doirei tftptafano lintetaM sâo am- 
bos degradados m*U rapidamente do que o normal. 


2. Regulação negativa, Descreva cm pmvÉvris efeitos na 

expressão génica no operon tee de mut 0 ç 6 es nor 

(a} operador ior que iroha ddeladn a maior parle de O, 

(b) gene íflfi que tenha in ativado o nrprtssor 

(c) promotor que lenha eliminado a região ao redor 
da posição -10, 

3. A especificidade dn ligaçfto m DNA pelas proteínas re- 
guladoras. Uma protdmi repressora procariotica típica 
discrimina entre o mu sitio especifico dc ligação no DNA 
(operador) e o DNA não -«pecl fico por um fator de 10 I. * * 4 
a 10* Cerca de 10 moléculu do repressor por célula sán 
suficientes para garantir um alto nível de repressão. As- 
suma que um represvor muito semelhante exista mima 
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célula humana, cum uma especificidade semelhante para 
o seu sítio de Ligação. Quantas cópias do repressor seriam 
necessárias por célula para dicitar um nível de repressão 
semelhante àquela vista na célula procarióticaí (Indica- 
ção: o genoma da E co-jCr contem cerca de 4,7 milhões de 
pares de bases; o genoma humano haplóide contém cer- 
ca de 2,4 bilhões de pares de bases). 

4 r Concentração do repressor na E eofi. A constante de 
dissociação para um complexo repressor-operador par- 
ticular é muito pequena, cerca de l0 1J M r Uma cdula da 
E £(di (volume 2 * ]{r l2 mL) contém IÜ cópias do repres- 
$on Calcule a concentração celular da proteína represso- 
ra. Como esse valor se compara I constante de dissocia- 
ção para o complexo repressor-operador? Qual é o signi- 
ficado desse valor? 

5. Repressão catabólka. As células da E, croJj estão Cres- 
cendo num meio contendo Lactose, mas nlo glicose. In- 
dique se cada uma das seguintes alterações ou condições 
aumentariam, diminuiriam ou não alterariam a expres- 
são do operon Jac, Seria útil desenhar um modelo des- 
crevendo o que aconteceria em cada situação. 

(a} Adição de uma alta concentração de glicose. 

(b) Uma mutação que previna a dissociação do re- 
pressor Lac do operador. 

(c) Uma mutação que inative completamente a p-ga- 
lactosidase. 

(d) Uma mutação que inativa completa mente a ga- 
Uctosfdeo permease, 

(e} Uma mutação que previna a ligação da CRP ao 
seu sítio de ligação próximo ao promotor fur. 

6. Atenuação da transcrição. Como seria afetada a trans- 
crição do operon do frp da E coli pelas seguintes mani- 
pulações da região líder do mKNA do irpí 

(a} Aumentando a distância (mimem de hases) entre 
o gene do peptídeo líder e a sequência 2, 

(b) Aumentando a distância entre as sequências 2 e 3. 

(c) Removendo a sequência 4. 

(d) Alterando os dois códons de Trp no gene do pep- 
tideo líder para códons Hls. 

(e) Eliminando o sítio dc ligação ao ribossumu para o 
gene que codifica o peptídeo líder. 

(f) Alterando vários nudeotideos, na seqüéncia 3, de 
forma que ela pudesse fazer pareamento de base com a 
seqüénda 4, mas não com a seqüénda 2. 

7. Repressores e repressão. Como seria a resposta MIS na 
E coli afetada por uma mutação no gene k'xA que previ- 
na a clivagem autncatalítica da proteína Le*A? 

H. Regulação pela recombmaçâo. No sistema de variação 
da fase da Síiittiouella, o que aconteceria para a célula se a 
recombijiase Jrliu se tornasse mais ativa e promovesse a 
recombinaçào (inversão do D NA) várias vezes em cada 
geração celular? 

9. Iniciação da transcrição nos eucaríotos. Uma nova ati- 
vidade H.NA polimerásica é descoberta nos extratos crus 
de células derivadas de uni fungo exótico. A RN A poli- 


merase ínida a transcrição apenas de um promntor alta- 
mente especializado. À medida que a poiimerase é puri- 
ficada, sua atividade declina e a enzima purificada é oom- 
pletamente inativa, a mejios que o extrato cru seja adicio- 
nado à mistura de reação. Sugira uma explicação para 
essas observações. 

LO. Domínios funcionais nos proteínas reguladoras. Um 
bioquímico substitui o domínio de Ligação ao DNA da 
proteina Gal4 da levedura com o domínio de ligação an 
DNA do repressor Lac e encontra que a prnteíoa cons- 
truída não regula mais a transcrição dos genes GAL na 
Levedura. Desenhe um diagrama dos domínios funcio- 
nais diferentes que você espera encontrar na proteína Gal4 
c na proteina engenhariada. l’or que a proteina engenha- 
riada não mais regularia a transcrição dos genes C2AL? O 
que poderia ser feito no sítio de ligação ad DNA reco- 
nhecido por essa proteína quimérica para fazê-la funcio- 
nal cm ativar a transcrição dos genes t?A£? 

I J . Mecanismo hereditários no desenvolvimento. Um ovo 
da Drosophik que seja hat Arcct pode se desenvolver nor- 
malmente, mas um adulto não será capaz de produzir 
descendência viãvel. Explique. 

Bioquímica na Internet 

] 2. A proteina de ligação àTATA e a seqüéncia TATA. Para 
examinar as interações entre os fatores dc transcrição c o 
DNA, vá ao Prntein Data Bank e chame o arquivo PDB 
ITtiH. Este arquivo modela as interações entre uma 
proteína de ligação á TATA humana cum segmento dc 
DNA de dupla fita. Use o Noncovaient Bond Finder 
encontrado na página Chimc Resources Web para exa- 
minar os papéis das pontes dc hidrogênio e das inte- 
rações hidrofóbicas envolvidas na Ligação desse fator de 
transcrição para a seqüéncia TATA no DNA. (Para a 
URLs corrente desses sítios da Web e para outras ins- 
truções de como usar o Noncovaient Bond Finger, vá ao 
http://www.wort hpublisher.co m/lehninger. ) 

Denlro do programa Noncovaient Bond Finder, car- 
regue o arquivo PDB r exiba a proteína no modo Space- 
fill e o DNA no Wiieframe. Vá até o site da Web do Leh 
ninger para instruções mais detalhadas, a fim de respon- 
der Is seguintes questões: 

(a) Que pares de bases no DNA formam pontes de 
hidrogênio com a proteina? Quais deles contribuem para 
o reconhecimento específico da seqüéncia TATA por essa 
proteina? (O comprimento das pontes de hidrogénio os- 
cila entre 2,5 a 3, 3 A entre o doador e o aceptor de hidro- 
gênio). 

(b) Que resíduos dc aminoácidos na proteína intera- 
gem com esses pares dc bases? Em que bases você fez esta 
determi nação? Estas observações concordam com a in- 
formação presente no texto? 

(c) Qual é a seqüéncia do DNA neste modelo e que 
porções da seqüéncia são reconhecidas peia proteína de 
Ligação ã TATA? 

(d) Pode você identificar quaisquer interações hidrofó- 
bicas nesse complexo? (Interações hidrofóbicas usualmenle 
ocorrem com distâncias inter atômicas de 3,3 a 4,0Â.) 


CAPÍTULO 29 


Tecnologia do DNA Recombinante 


Este capítulo final descreve uma tecnologia que é agora tunda - 
mental para o avanço das modernas ciências biológicas, dcfi 
nmdo as fronteiras bioquímicas presentes e futuras, ilustrando 
muitos princípios importantes da bioquímica. A elucidação das 
leis que governam a catálise enzimátka, a estrutura maçroroole- 
cular, o metabolismo celular e as vias da informarão permitem 
ao pesquisador eslar dirigindo para os mais complexos proces- 
sos bioquímicos. A divisão celular. a imunidade, a embriogênese, 
a visão, o gosto, a oncogénese, a cognição» todos sâo orquestra- 
dos numa elaborada sinfonia de interações moleculares t ma- 
cromoleculares, as quais estão sendo entendidas com aumenta- 
da claresa. As reais implicações da jornada bioquímica, começa- 
das no século XIX, aumentaram com intensa força para entender 
e alterar as sistemas vivos. 

Para entender um processo biológico complexo» um bioquí- 
mico isola e estuda os componentes individuais in vitro, a seguir 
junta as partes para obter um quadro coerente do processo total, 
Talvez a fbnte mais fértil de idéias moleculares esteja no próprio 
armazenamento da informação celular, no seu DNA. O mero ta- 
manho dos cromossomos, entretanto, apresenta-se a nós como 
um enorme desafio. Como encontrar e estudar um gene particu 
lar entre outros J 00.000 genes espalhados entre btlhõos de pares 
de bases do genoma humano? As soluções começaram a aparecer 
durante os anos 1970. 

Décadas de avanços c milhares de cientistas trabalhando cm 
genética, bioquímica, biologia cdular c fisico-quimka chega- 
ram i untos ai» laboratórios de Paul Berg, Herberl Rover e Sun - 
ley Cohen. produzindo técnicas para localizar, isolar, preparar c 
estudar pequenos segmentos de DNA. derivados de cromosso- 
mo* muito màiOfCS- Técnicas para donagem do DNA abriram 
oportunidades não imagináveis para identificar e estudar os ge- 
nes envolvidos cm quase todos os processos biológico* conheci- 
dos, Esse* mm» roetíxSns estão transformando a pesquisa bási- 
ca, a agricultura, a medicina, a ecologia, a medicina legal e mui- 
tos ouin» campo*, enquanto, ao mesmo tempo, apresentam á 
sociedade escolhas desconcertantes -c sérios dilemas éticos. 

A* primeiras duas panes deste capítulo esboçam esses prin- 
cípios bioquímicos fundamentais que suportam essa revolucio- 
nária tecnologia» recorrendo ao nosso entendimento do mate- 
rial discutido nos cinco capitulo* anteriores. A seleção genética 
e o rastrmmento fVrcening”) serão, então, considerados no fi- 
nal da seção deste capitulo que ilustra a variação das aplicações 
e o potencial dessa tecnologia. 

Clonagem do DNA: O Básico 

Clonar significa fazer cópias idênticas. Esse termo, originalmente 
aplicado ao procedimento de isolar uma céluia, permite, então, 
sua reprodução, criando a população de células idênticas para 
estudo. A clonagem do DNA envolve a separação de um gene 



Stanley N Cobe^ 


c*pecífku ou segmento de DNA do *cti cromossomo maior, a 
sua ligação a uma molécula de DNA transportadora pequena e 
drpois a irplicação desse DNA modificado, milhares ou mesmo 
milhões de vezes, por meio de um aumento no numero de cdulas 
é a criação de mui tipi as cópias em cada célula do DMA danado, O 
resultado e uma amplificação seletiva de um gene ou segmento de 
DNA particular. A dtanagem de DNA * partir de qualquer orga- 
nismo baseia-se em cinco procedimento* gerais: 

1 . Cortar o DNA em localizações precisas. Endonudeases de se 
qfiêncías especificas ( endtonudeasc* de rrslriçào) fornecem 
as tesouras moleculares necessárias. 

2» Unir dois fragmentos de DNA cowdentemente. A DNA ligase 
faz isso. 

y. A seleção de uma pequena molécula de DNA capaz de auto- 
repli cação. Segmento* de DNA a serem c tonados podem se 
unir a DNAs plasmidiais ou virais (vetores de clonagem; um 
vetor é um agente de entrega), Essas moléculas de DNA com- 
postas» contendo segmentos cova leni emente ligados, deriva- 
dos de duas ou mais fontes» são chamadas de DNÀs reeombi- 
nantes. 

4. Transferir o DNA recombinante do tubo de ensaio para uma 
célula hospedeira» que pode fornecer & maquinaria enrimátí- 
ca para a repUcaçio do DNA. 

5, Selecionar ou identificar aquei as célula* hospedeiras que con- 
tenham o DNA recombinante, 
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Os métodos usados para realizar essas tarefas e outras relaciona- 
das são ooletivamente referidos como tecnologia do DNA recom- 
binante, ou, mais infbrmalmente, como engenharia genética. 

Nesta discussão inicial, concentraremo-nos na clonagem do 
DNA na bactéria E. calU que foi o primeiro organismo usado 
para o trabalho do DNA recombinante e ainda é a célula hospe- 
deira mais comum. A E. colí possui muitas vantagensi o seu 
metabolismo do DNA (e muitos outros processos bioquímicos) 
é bem entendido; muitos vetores de clonagem que ocorrem na- 
turalmente, como os bacteriófagos e os plasmídios associados 
com a K coli , são bem caracterizados; e técnicas efetivas estão 
disponíveis para transferir o DNA de uma célula bacteríana para 
outra, A clonagem do DNA em outros organismos será tratada 
mais adiante neste capítulo. 

As endcmudeases de restrição e a DNA Ijgase 
produzem o DNA recombinante 

Partí cularmente importante para a tecnologia do DN'A recom- 
binante é um conjunto de enzimas tornado disponível graças a 
décadas dc pesquisa no metabolismo dos ácidos nucléicos (Ta- 
bela 29-1), Duas classes de enzimas encontram-se no centro da 
abordagem geral para gerar e propagar uma molécula de DNA 
recombinante (Fig. 29-1). Primeira, as endonucleases de restri- 
ção do tipo II clivam o DNA em seqüências específicas para ge- 
rar um conjunto de fragmentos menores. Segunda, o fragmento 
de DNA a ser clonado pode ser isolado e unido a um vetor de 
clonagem apropriado, usando a DNA ligase para selar as molé- 
culas de DNA. O vetor recombinante é, então, introduzido numa 
célula hospedeira que o amplifica, à medida que a célula realiza 
muitas geraçftes de divisões celulares, 

Endonucleases de restrição são encontradas num largo es- 
pectro de espécies bacteríanas. Werner Arber descobriu que sua 
função biológica é reconhecer e clivar o DNA estranho (por 
exemplo, o DNA de um vírus infectame); tal DNA, diz-se, deve 
ser restrito. No DNÀ da célula hospedeira, a seqüénda reconhe- 
cida pela èndonudease de restrição é protegida da divagem pela 
met ilação do DNA, catalisada por uma DNA metilase especifi- 
ca, A endonudease de restrição e a sua metilase correspondente 
numa bactéria são algumas vezes referidas como um sistema de 
restrição-modificação, 

Hã três tipos de endonucleases de restrição* designados I, II 
e HL Os tipos E e IIE são geralmente complexos grandes de subu- 
nidades múltiplas, contendo tanto as atividades de endonudea- 
se como as de metilase. A endonudease de restrição do tipo I 
diva o DNA em locais aleatórios que podem estar 1 .000 pares de 
bases ou mais distantes da sequência de reconhecimento. Enzi- 
mas tipo III clivam o DNA cerca de 25 pares de bases distantes 
da sequência de reconhecimento. Ambos os tipos de enzimas 
movem-se ao longo do DNA numa reação que requer a energia 




Figura 29-1 - Ilustração esquemática da clonagem do DMA. Um 

fragmento de DNA de interesse do pesquisador é obtido pela divagem 
de um cromossomo eucariôtico com uma endonudease Oe restrição. 
Depois de isolar e ligar o fragmento num vetor de clonagem que tam- 
bém tenha sido clivado com a endonudease de restrição,. □ DNA recorri- 
binante resultante e introduzido numa célula hospedeira onde ele possa 
ser propagado (clonado). Mote que o tamanho do cromossomo da E. coü 
relativamente a um vetor de clonagem típico, corno um plasmidio, é muito 
menor que o desenhado aqui. 


Tabela 29-1 - Algumas das enzimas usadas na tecnologia do DNA recombinante 


Enzima(s) 


Função 


Endonucleases de restrição do tipo II 
□ NA ligase 

DNA polimerase I (f. çq/í) 
Transcriptase reversa 
Polinudeotldeo quínase 
Terminal transferase 
Exonudease NI 

Exonudease do bacteriófago 
Fosfatase alcalina 


Clivar o DNA em seqüências de bases específicas 
Unir duas moléculas ou fragmentos de DNA 

Preencher vazios nos dúplex pela adição sucessiva de nucleotídeos nas extremidades 3' 

Sintetizar uma cópia de DNA de uma molécula de RN A 

Adicionar um fosfato á extremidade 5'-QH de um polinudeotldeo para marcá-lo ou permitir ligação 
Adicionar caudas homopolirnériças às extremidades 3'-OH de um dúplex linear 
Remoção de resíduos de nuçteotideos a partir das extremidades y de uma fita de DNA 
Remoção de nudeotldeos, a partir das extremidades 5' de um dúplex, para expor extremidades 3' 
de fita simples 

Remoção de fosfatas terminais a partir das extremidades 5' ou '3' (ou ambas) 


do ATR As enzimas de restrição do ripo H, primeiramente isola- 
das por Hamilton Smith, são mais simples, ndo requerem ATR c 
clivam o DNA dentro da própria sequência de reconheci menta. 
À extraordinária utilidade dessas emiltlas foi demonstrada por 
Daniel Natham, que primeiro as usou para desenvolver novos 
mélocfc* para mapeamento e análise dc genes e gjmorrias. 

Milhares de endonudeasn de restrição foram descobertas 
em diferentes espécies bacter lanas. Mais de 100 sequências espe- 
crfkas diferentes são reconhecidas por uma ou mais dessas enzi- 
mas As seqüéncías de reconhecimento *ào usuaimente de qua- 
tro a seis pares de bases cm comprimento e palmriròmkas ( veia 
Eig, 10-201, Umas poucas sequências dc reconhecimento, por 
algumas endonudeases de restrição do tipo Li , são apresentadas 
na Tabela 29-2, Em alguns casos, a interação entre uma endomi- 
clease de restrição e sua sequência -alvo foi elucidada com um 
detalhamento molecular refinado. O complexo, compreenden- 
do a endonudease de restrição do tipo 11, a EcoRW e sua seqüên- 
cia-alvo, é ilustrada na Figura 29-2, 

Algumas endonudeases de restrição realizam cortes contun- 
dentes sobre as duas fitas do DNA, deixando dois a quatro nu- 
deottdeos de uma fita não - pare jdu em cada extremidade resul- 
tante, Essas extremidades são freqüen temente chamadas de ex- 
tremidades coesivas (Fig. 29-3ã) porque elas podem base- par ear 
com outra chi com extremidades coesivas de um outro fragmento 
de DNA, Outras endomideases de restrição clivam ambas as fi- 
tas do DNA nas ligações íosfatodiéstcr opostas, não deixando 
bases despareadas em cada extremidade; asas são freqüen temen- 
te chamadas dc extremidades cegas { Fig. 29-3b), 

O tamanho médio dos fragmentos dc DNA produzidos pela 
divagem do DNA genõmico com uma endonudease de restri- 
ção depende da frequência com que um sitio de restrição parti- 
cular ocorre numa longa molécula de DNA; isso, por outro lado. 
depende inlcma mente do tamanho da sequência de reconheci- 
mento. Numa molécula de DNA com uma seqüência aleatória, 
em que todos os quatro nudeotídeos estio igualmente abun- 
dantes, uma seqQénda de 6 pares dc bases reconhecida por uma 
endonudeaie de restrição como a BtiftiHl ocorrerá em média 
uma vez a cada 4 b (4.096) pares de bases. Enzimas que reconhe- 


Tab*la 29-3 - Sequências de raconbKlmtnto para algumas MgOftüdtMM dm restrição do tipo II 
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Figura ÍS-2 - A interação da endonudease d# restrição FcoRV com 
Hia »qõêf>dí-5lvo i.4l A enzima dimérra Ííom suas duas subumdades 
aro cinza e azul-brilhante} e mostrada ligada aos produtos da divagem 
do DféA na seqüènçia reconhecida peia endonudease FcoflV. O «queie- 
to do DMA ê mostrado em duas tonalidades de azul para distinguir os 
segmentos separados pela divagem, íb) Nesta vista, a proteína foi remo- 
vida e o DNA prado ÍEO 0 . Os. pontos de dlivagem estão contundentes 
sobre as duas fitas do DNA. sendo assim, a enzima produz extremidades 
cegas. A ligaçáo de lons magnésio, mostrada em laranja, desempenha 
uma função na catálise da reação de clivagem. 
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Plumidio como vetor de 
dorugem clivado com EcúRI 


Figura 3f-3 - Clivagem de molécula» de 
DNA em fragmento» rep-roduiiveis paiii 
endonucleíM» de raftriçia A» enemas de 
restrição reconhecem e c&vam apenas sequén 
oas especificas. detsanòo ou (a) extremidades 
coesiva» (com fitas stmpies projetadas) ou (b) 
extremidades cegas Os fragmentos podem ser 
íigaóra d outros DN As ras como o vetor de clo- 
nagem (piasmídio) clivado Essa reação é faoli- 
tada pelo andamento das extremidades coe- 
sivas complementares Q» fragmentos de ONA 
com extremidades cegas sdo ligados com uma 
efiGÊnda mais baixa do que com extremidades 
complementares coesivas e os fragmentos de 
D NA com diferentes extremidades coesivas (nao 
compienwntanes) geralmente não são ligados 
(0 Um fragmento de DMA sintético com se* 
qüências de reconhecimento para várias endd- 
nudeases pode ser inserido em um piasmídio 
que tenha sido clivado com a tndonudease de 
restrição, O insecto è chamado de llgante; um 
inserto com múltiplos sítios de restrição è cha- 
mado de poii llgante 
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cem uma sequência de 4 pares de bases produzirão fragmentos 
de UNA menores; uma seqilénda de reconhecimento desse ta- 
manho espera-se que ocorra em média uma vez a cada 4* ! 256) 
pares cie bases. Essas sequências de reconhecimento parlkubres 
tendem a ocorrer menos frequenlcmentc pelo fato de as sequên- 
cias nudeotidkas no DNA náo serem aleatórias e os quaim nu- 
deotidei^ não serem igualmente abundantes O tamanho médio 
Jcs fragmentos produzidos pda clivagem de um ONA longo pela 
endonudwse de restrição pode ser aumentada, simplesmente não 
se permitindo que a reação se complete. Tal reação incompleta é 
Irequcnl emente chamada de divagem parcial 

Assim que uma molécula de UNA for clivada em fragmen- 
tos* um fragmento particular de tamanho conhecido pode ser 
separado dos outros pur eletroforese em gel de agarose ou ac ri 
lamida ou HPLC (veja pàg. 103), Pelo falo dc a divagem de um 
genotna de mamífero típieo por uma endonudease de restrição 
poder produzir várias centenas de milhares de fragmentos dife- 
rentes, o isolamento de um fragmento particular de DNÀ por 
eletroforese ou HPLC é frequentemente praticável Uma etapa 
intermediária na clonagem de um gene especifico ou segmento 
de DNÀ de interesse é a construção dv uma biblioteca de DNA 
(descrita poste rio rmente neste capitulo). 

Quando o fragmento-alvo de DMA for íiofadú, ele se unirá 
a um vetor de clonagem* usando a DNA ligase (veja Fig. 25-16), 
O parea mento de bases de extremidades coesivas complementa- 
res liciliu muito a reação de ligação I. Fig. 29-3a>. Um fragmen- 
to gerado peía EopRI geralmente não se unirá a um fragmento 
gerado pela BamHL Extremidades cegas podem também se li- 
gar. embora menos efidentemente. Novas sequências de DNA 


podem ser criadas pda inserção de fragmentos dc DNA sintéticos 
(denominados lígantes) entre as extremidades que estão sendo 
Ligadas (Fig. 29-3c). Fragmentos de DNA com múltiplas sequên- 
cias de reconhecimento para endonucleascs (ffeqúen temente Uti- 
lizados mais adiante em pontos em que o DNA adtctonaJ pssde ser 
inserido pela divagem r ligação) são chamados de polüjganies. 

A eficiência das extremidades coesivas em, seletivamenle, 
unir dois fragmentos de DNA era aparente nr» primórdios do 
DNA recombínantc. Antes que as endonudeases de restrição 
fossem Urgamente disponíveis* alguns pesquisadores descobri- 
ram que as extremidades coesivas poderiam ser geradas peta ação 
combinada tia exonucluse do bacleriófago >_ e a terminal trans- 
feras*: (Tabela 29- i). Os fragmentos a serem unidos recebiam 
caudas homopoliméricas çomplenien tares [Fig. 29-4), Esse mé- 
todo foi usado por Reter Lobban c Dale Kaiser, em 1973 , no pri- 
meiro experimento a unir fragmentos de DMA que ocorriam 
natural mente, Métodos semelhantes foram usados logo depois 
no laboratório de Raul Berg para utiir segmentos dc DNA dó 
vírus do símio 40 (SV4G) ao DNA derivado do bacteriófago Ã, 
criando* dessa forma, a primeira molécula de DNA recombínantc, 
envolvendo segmentos de DNA de espécies diferentes. 

Vetores de clonagem permitem a amplificação 
de segmentos de DNA inseridos 

Os prindpws que governam a maneira do DNA recombínantc cm 
forma clonável para a célula hospedeira e a sua subsequente om 
pJifkaçào podem ser vistos axuiderando três vetores populares de 
clonagem, Lümumen te utifroda* em õq>crimentos com £ íflfc — 
ptasmídíos* baaeriófago c cnvmo&somos artificiais de bactéria. 
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Figura 29-4 - A terminal transferas* pode ser usada para produzir extremidades coesivas para unir dois fragmentos de DNA ia) Caudas 
homdpoNmencas complementares são adicionadas às extremidades de dob fragmentos a se nem unidos, formando extremidades coesivas. Depois de 
anelados, os espaços vazios são preenchidos e os furos selados pela ação seaúenciai da DNA poíimerase \ e da DNA ligaçe. (b) O substrato Oíimo para 
a lerminaJ iransferase é a 3 b -W na extremidade de uma Ina simples de r peto menos, (rês nudeoódeós de CDmpnmenGQ Se as extremidades do DNA 
duplex possuírem uma lua sánpfes projetada na extremidade 5' ou nas eiiremidades cegas, a eMonuctease }, (que degrada frtas de DNA na dveçào 
%'-*¥) poderá ser usada para çnar ym bom substrato para a terminai transferas? N denota qualquer base 
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Plasmidios Os pksmídios (veja Fig, 24-6) são moléculas de DNA 
circulares que se replicam separadamente do cromossomo hos- 
pedeira Plasmídios bactcrianos que ocorrem naturalmente vari- 
am de tamanho de 5.000 a 400.000 pares de bases. Os piasmídíos 
podem ser introduzidos nas células bacterianas por um processo 
chamado de transformação. Para conseguir que as células rece- 
bam o DNA, as células e o DNA são incubados juntos, a G Ú C, numa 
solução de cloreto de cálcios e depois submetidos a um choque 
térmico, transferindo as células rapidamente para temperaturas 
entre 37 e 43"C. Por razões não inteiram ente conhecidas, as célu- 
las assim tratadas tomam-se “competentes” para receber o DNA. 
Aiternativamente, as células incubadas com o DNA do plasmídio 
podem ser submetidas a um pulso de alta voltagem. Essa metodo- 
logia, denominada eletroporação, induz a membrana celular a se 
tornar permeável transitoriamente a grandes moléculas. 

Apesar da metodologia utilizada, poucas células recebem o 
DNA plasmidiale um método é necessário para selecionar aque- 
las que o receberam, A estratégia usual é assegurar que o plasmí- 
dio contenha um gene de que a célula hospedeira necessite para 
crescer em condições específicas, tal gene confere resistência a 
um antibiótico. Somente as células que foram transformadas pelo 
plasmídio reco mbin ante podem crescer na presença do antibió- 
tico, tornando qualquer célula que contenha o plasmidio "sele- 
cionável" sob essas condições. Tal gene é, algumas vezes, chama- 
do de marcador seletivo. 

Muitos vetores plasmidiais diferentes, apropriados para a clo- 
nagem, foram desenvolvidos pela modificação de plasmídios de 
ocorrência natural. O plasmídio pRR322 da E coli oferece um bom 
exemplo das características úteis em vetor de clonagem (Fig, 29-5): 

1 . Uma origem, de replicação é requerida para propagar o plas- 
mídio e ajudar a mantê-lo num nível de 10 a 20 cópias por 
célula, 

2. Dois genes que confiram resistência a antibióticos diferentes 
permitem a seleção das células que contenham o plasmídio 
ou a versão recombinante dele (Fig. 29-6). 



Figura 29~5 - A construção do plasmidio pBR322 da E, co/é Observe 
d localização de alguns sítios de restrição importantes para ftíl, fcoRL 
ffamHI,. 5a/l e fVulI; genes de resistência ã ampicilina e à tetraciclina e a 
origem da rephcação (onr). Construído em 1977, for um dos plasmídios 
iniciais planejados expnessamente pa r a clonagem em E. co/r. 
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Figura 29-6 - Clonagem de DNA estranho na f, coii com pBR322 

Se o DNiA estranho for inserido no sitio de restrição da ftfl, o elemento 
de resistência ria ampicilina é ramp'do e inativadú. Depois da ligação do 
DNA e transformação das células da E coii, as células são cultivadas em 
placas de àgar contendo tetradelina para selecionar aquelas que tenham 
captado o plasmidio. Utilizando-se palitos de dente estéreis, colónias in- 
dividuais dessas placas de ágar são transferidas para a mesma posição, 
com auxilio de um repkador, a duas placas adicionais, uma contendo 
tetradelina (controle) e a outra contendo ambas, tetraddma e aimpicili- 
na. Aquelas células que cresceram na presença de tetracidina, mas náo 
formaram colónias na placa contendo tetracidina e ampicilina. conterão 
plâsmldios recombinantes (o elemento de resistência à ampicilina não é 
funcional). As células que contém pBR322 que estava figado, mas sem a 
inserção de um fragmento de DNA estranho, reterão a resistência à am- 
picilina e crescerão em ambas as placas. A identificação dos clones re* 
combinantes exige seleção, seguida pelo rastreamento. 
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3. Vária» sequências únicas de reconhecí menta para diferentes 
endonudeases de restriçio fornecem sítios onde o plasmídin 
pode ser cortado e o DNA estranho inserido. 

4. I m tamanho pequeno gcraJmerttc facilita a entrada do pfos- 
mhJio nas células e a manipulação bioquímica do DMA. 

A transformação de cdudas bactenanas Típicas com DNA purifi- 
cado (nunca um processo muito eficiente} diminui ã medida 
que o tamanho do plasmkUo aumenta, e í difícil cio nar segmen- 
tos de DNA maiores do que cerca de 15,000 pares de bases, quan- 
do os ptasmídios são usados como vetores. 

Bacteriof agos O bacteriõfago "k possui um mecanismo muito 
eficaenlí de colocar os seus 48,502 pares de bases de DNA dentro 
da bactéria e pode ser usado como um vetor para clonar alguma 
parte de segmentos grandes de DNA (Fíg. 29-7). Duas caracte- 
rísticas -dia ve contribuem para sua utilidade: 

1 , Cerca de um terço do genoina X não é essenciai e pode ser 
substituído pelo DNÂ estranho. 



Figura 29-7 - Vatores de clonagem do bacterlòfago V Métodos de 
DNA recombinante foram usados para remover do genoma do bacterió- 
fago \ aqueles genes desnecessários para d produção de fagos, substitu- 
indó-OS com 0 DMA "preenchedor'\ tornando o DNA do vetor fago sufi- 
cwntemente grande para o empacotamento em partículas do fago, Esse 
"preenchedor è substituído com DNA eslraníio em experimentas de 
clonagem Os recombinantes são empacotados em partículas de fagos 
viáveis tn wfro somente se etes indiirwn um OiA estranho de tamanho 
açTOpriado. assim como ambos os fragmentos de E*tA das extremdad» 
essenciais dó fago X 


2, O DNA será empacotado em partículas infecciosas do fago 
jpe nos se elas cont íverem cn t re 40 . 000 e 53.000 pares de bases 
d* comprimento, uma limitação que pode ser usada para di- 
rigir somente o empacota mento do DNA rrcombmanic- 

Fòram desenvolvidos vetores do baçieTÍõfogo X que podem ser 
clivados facilmente em très pedaços, dois dos quais contém ge- 
nes essenciais, mas que juntos perfazem apenas 30.000 paro de 
bases de comprimento. O terceiro pedaço do DNA "preenche- 
dor 1 * no vetor é desprezado quando o vetor é usado para clona- 
gem. O DNA adicional deve, portanto, ser inserido entre dei 
para produzir partículas viáveis do fogo. De foto, o mecanismo 
de empacotamento seleciona os DNAs virais recombinantes. 
Vetores do bactcriúfago X permitem a donagem de fragmentos 
de DNA de até 23,000 pares de bases. Assim que os fragmentos 
do bseteriófago X sáo ligados ao fragmentos do DNA estranho 
de tamanho apropriado, os DNAs recombinantes resultam es 
podem ser empacotados cm partículas virais, adi d n na n do- os a 
extratos brutos de células bactéria nas contendo todas as proteí- 
nas necessárias para montar um fago completo. Isso é chamado 
de empacotamento in vitro f Hg, 29-7), Todas as partículas viá- 
veis do fago comeria um fragmento de DNA estranho, A subse- 
quente transmissão do DNA rccombinante para as células da £ 
ffl/j é alta mente eficiente. 

Cromossomo artificial d* bactéria Os cromossomos arti- 
ficiais de bactéria ÍBACs — “bacterioi artificia] cbromosorneO 
são simpks pfosmidios designados para a donagem de segmen- 
tos de DMA muito grandes (Fig, 29-8}. Eles, gcralmcmc, inclu- 
em um marcador seletivo, tais como resistência ao doran fen icol 
(Cm*), como também a origem de repticação muito estável lan), 
a qual mantém o pfasmídio com uma ou duas copias por célula. 
Fragmentos de DNA com várias centenas de milham de pates 
de bases em comprimento sá o domados para vetores PAG. Gran- 
des DNAs circulares são, portanto, introduzidos na bactéria hos- 
pedeira por meio da eletroporâçào. A bactéria usada como hós- 
pede para BACs recombinantes apresenta mutações que com- 
prometem a estrutura da parede bacteriana, facilitando a 
captação de grandes moléculas de DNÀ. 

Isolando um Gene de um 
Cromossomo Celular 

Feio fato de um gene único ser apenas uma pequena parre de 
um cromossomo, isolar um fragmento de DMA, que contém um 
gene particular, frequentemente requer dois procedimentos. Pri- 
meiro. constTói-se uma biblioteca de DNA que contenha mui- 
tos milhares de fragmentos de DNA derivados de um genoma. 
Segundo, o fragmento de DNA de interesse é identificado tiran- 
do vantagem de uma propriedade que o distinga de outros frag- 
mentos de DNA — sua sequência. 

Clonar um gene frequentemente 
requer uma biblioteca de DNA 

As bibliotecas de DNA podem apresentar uma variedade de for- 
mas, dependendo da fonte do DNÀ, Entre as mais comuns, está 
a biblioteca genòmica produzida quando o genoma completo 
de um organismo particular é clivado para milhares de fragmen- 
tos e todos são domdos pela Inserção em um vetor de dona- 
gem. Num primeiro passo, o DNÀ a ser clonado é parcial mente 
digerido, utilizando endonuclease de restrição, de tal modo que 
uma dada sequência aparecerá em fragmentos de tamanhos va- 
riados, Uma escala de tamanho do fragmento é escolhida de 
modo que seja compatível com o vetor de clonagem c assegure 
virtualmente que todas as seqQéncfos serio representadas enire 
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Figura 29-8 - Clonando com cromossomo artificial da bactéria 
(BACs) O vetor é um plasmídio relartivamente simples, com uma angem 
de replicarão ori que dirige a replicarão. Gs genes par, derivados de um 
tipo de plasmídio denominado plasmídio F, facilitam a distribuição unifor- 
me do plasmídio para as células filhas durante a divisão celular. Isso au- 
menta a probabilidade de cada célula filha conter uma cópia do plasmí- 
dio, mesmo quando poucas cópias estão presentes. O baixo número de 
cópias é útil na clonagem de grandes segmentos de DNA devido á limita* 
Cão nas oportunidades de reações de recombi nação indesejáveis, as guaís 
podem imprevisivelmente alterar, com o tempo, grandes DNAs donados. 
Marcadores seletivos são incluídas na BAC. Um gene /acZestá situado na 
negião de clonagem de tal modo que é inativado por msertos de DNA 
donados. A introdução dos BACs recorri bina ntes nas células por eletro- 
poração è facilitada pelo uso de células com uma parede celular alterada 
(mais porosa). Os DNAs recombinantes são rastreados pela resistência ao 
antibiótico doranfenicof (Cm). As placas contém também um substrato 
artificial para a p-galactosidase, que resulta em um produto colorido. As 
colónias com a p-galactosidase ativa (vetor BAC sem inserto de DNA) 
ficam azuis, colônias com os insertos de DNA desejados são brancas. 


os clones dentro da biblioteca. Fragmentos muito grandes ou 
muito pequenos são removidos por centrifugação ou eletrofo- 
rese, O vetor de clonagem é igualmente clivado com a mesma 
endonudease de restrição e ligãdo aos fragmentos de DNA ge- 
nòmko, A mistura de DNA ligado ê usada para transformar cé- 
lulas baçterianas ou é empacotado em partículas do bactertáfa- 
go (como descrito nas Figs. 29-6 a 29 -S) gerando bactéria ou 
bactertáfego, cada um apresentando uma molécula de DNA re- 
combinante diferente. Idealmente, todo o DNA do genoma es- 
tará representado na biblioteca. 

Cada bactéria transformada cresce como uma colônia ou 
"clone 1 * de células idênticas, cada uma apresentando o mesmo 
plasmídio recombinante. Quando o bacteriófago é usado como 
vetor, cada tipo de fago recombinante cria uma região clara de 
células Usadas (uma placa) dentro de uma camada de bactérias 
distribuída uniformemente na placa de ágar; todos os bactertá- 
gatbs reco m bina ntes dentro de uma placa são idênticos, O desa- 
fio será então identificar o clone que contém o gene particular 
de interesse entre outros milhares de clones na biblioteca. Para 
se ter uma idéia da dimensão do problema, considere o caso de 
um mamífero com um DNAgenômico de 3 x 10* pares de bases. 
Se BACs forem usados como vetores de clonagem e se o objetivo 
é ter uma probabilidade de 99% de que um desejado gene de 
sequência única esteja representado na biblioteca, então a biblio- 
teca deverá conter aproximadamente 50.000 BACs recombi nan- 
tes, cada um com um inserto diferente de 300.000 pares de bases. 

Os fragmentos numa biblioteca genômica derivada de um 
eucarioto superior inclui não somente os genes, mas também o 
DNA não codificador, o qual ocupa uma grande porção de mui- 
tos genomas eucar táticos. Um biblioteca de DNA mais especia- 
lizada e exclusiva pode ser construída de tal modo a incluir so- 
mente aqueles genes que são expressos em um dado organismo 
ou mesmo em certas células nu tecidos. Genes expressos são aque- 
les transcritos para RNA. O mRNA de um organismo ou deter- 
minadas células de um organismo são primeira mente extraídos e 
então são produzidos os DNAs complementares (cDNAs) a par- 
tir do RNA numa reação de múltiplos passos catalisada pela trans- 
criptase reversa (Fig. 29-9), Os fragmentos de DNA resultantes 
com dupla fita são então inseridos e donados para um vetor con- 
veniente, criando uma população de clones denominada biblio- 
teca de cDNA. A busca de um gene particular pode ser facilitada 
por meio de uma biblioteca de cDNA produzida a partir dos 
mRNAs de uma célula que expressa esse gene. Por exemplo, a clo- 
nagem de genes da globína pode ser facilitada. Primeiro, criando 
uma biblioteca de cDNA a partir de células precursoras de eritrá- 
citos, em que metade dos mRNAs codifica para globinas. 


Sequências específicas do DNA 
podem ser amplificadas 

O projeto genoma humano, por meio de muitos esforços asso- 
ciados para seqüendar genomas de vários tipos de organismos, 
está promovendo acesso nunca visto à informação de sequência 
de gene, Enquanto a criação de uma ou mais bibliotecas de DNA, 
muitas vezes, tem sidü um passo intermediário no sequencíamento 
de um genoma, um gene pode, rapidamente, ser do nado sem a 
ajuda de uma biblioteca, uma vez que a seqüência genômica está 
completa. Se conhecemos a seqüência de, peio menos, parte de 
um segmento do DNA a ser d o nado, o número de cópias desse 
segmento de DNA pode ser enormemente amplificado, usando a 
reação em cadeia da polimerase (PCK — “polymerase chain 
reaction”), criada por Rary Mullis, em 1983. O DNA amplifica- 
do pode ser do nado diretamente cm usado em uma variedade 
de procedimentos analíticos. 
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Figura 29-9 - Construindo uma biblioteca de cDNA a partir do 
mRNA Ma prática, o mRNA, originado de uma célula, inclui transcritos 
de milhanç* de ge^es. a os cDWAs produzidos serão ca^spófiClériteirierv 
te heterogéneos. 0 DNA duplex produzido por este método é inserido 
em um vetor ae clonagem apropnado. 


A PCR, tem uma . simpliddíide elegante, Dois oligonudentl- 
deos smlétiços. cada um complementar às sequência* das filas 
opostas do DNA-alvn em posições iustamemeflanqmradorjsdas 
extremidades do segmento a ser amplificado. Os nbgoriiidcoiii- 
deoj servem como iniciadores da replicação. com as ex tremida- 
des y das lündis h ihridizadas orientadas uma em d í reçá n a OU- 
tra e posicionadas para moldar a síntese de DNÀ por meio do 
segmento de DNA desejado ( Fig_ 29-10), 

O DNA isolado, contendo o segmento para ser amplificado, 
é hrevrmente aquecido para desnaturar e T em seguida, esfriado 
na presença de um grande excesso dos oligonuclcotldeos sinté- 
ticos iniciadores. Os quatro desoxinudeosideos infòsfalos sio, 
a seguir. adicionados* e o segmento de DNA -alvo é selctivamen- 
le replicado, 0 eido de aquecimento, esfriamento c replicação è 
repelido 2> ou 30 vezes durante poucas horas em um procedi- 
mento automático, amplificando o segmento do DNA flanquea - 
do pelos iniciadores, podendo ser rapidamente analisado e/ou 
clonado- DNAs polim crases resistentes ao calor, tais como a Tmjl 
polimerase (oriunda de uma bactéria que vive a 9D L1 C}, são usa- 
das na PCR. A enzima permanece ativa após cada passo de aque- 
ci mento c não necessita ser reposta, O desenho cuidadoso dos 
iniciadores usados na PCR, tais como a inclusão de sítios de cli- 
vagem para endo nudeases de restrição, pode facilitar a subse- 
qüente clonagem do DNA amplificado f Fig. 29-lGb). 

O método da PCR é sensível o bastante para detectar t am- 
plificar poucas moléculas de DNÀ em quase todo o tipo de amos- 
tra, Embora o DNA degrade lentamente com o passar do tempo 
[veja pág. 269), o DNA tem sido do nado com sucesso pela PCR* 
com amostras acima de 40,00a anos de idade, A técnica tem sido 


usada para clonar fragmentos de DNA originário de humanos 
que permaneceram mumificados e animais em extinção, tais 
como o mamute tanoso (Vooiiy mammoth 1 !* criando novos 
campos de arqueologia e paleontologia moleculares, O DNA, 
oriundo de sítios arqueológicos, tem sido amplificado por PCR 
e utilizado para traçar as migrações humanas da Antiguidade. 
Epidemiologistas podem usar a PCR cm DNA de amostras de 
restos humanos para traçar a evolução de viroses patogênicas 
humanas. Além de sua utilidade para a clonagem de DNA, a PCR 
é uma nova e potente Ferramenta na medicina forense (Adendo 
29-1 ), Ela também tem úáo usada para a detecção de infecções 
virais, antes de causarem sintomas, c em diagnóstico pré-naial 
de uma larga variedade de doenças genéticas. 

A híbrí díiação permite a detecção 
de sequências especificas 

A hibridizaçâo do DNA, introduzida no Capitulo 10 (Fig, 10- 
52), é o processo mais comum baseado em sequência para de- 
tectar um gene particular ou um segmento de ácido nudéico. 
Existem muitas variações do método básico, a maioria utiliza 
se de RN A ou fragmento de DNA marcado (por radioativida- 
de!, como uma sonda, complementar ao DNA está sendo pro- 
curado. Em um procedimento clássico para detectar uma sequên- 
cia de DNA particular em uma biblioteca de DNA, um papel de 
nitrocelulüse é prensado sobre uma placa de ágar, a qual contém 
muitas colônias individuais de bactéria originária de uma biblio- 
teca, cada uma contendo um DNÀ recombinante diferente. Al- 
gumas células de cada colônia aderem ao papel, formando uma 
réplica da placa, O papel é tratado com álcali para romper as 
células e desnaturar o DNA ali presente, t> qual permanece liga- 
do à região do papel ao redor da colônia da qual ele é provenien- 
te. A sonda de DNA radioativa é então adicionada ao papel, no 
qual ela anela somente com o DNA complementar Após a lava- 
gem para retirar a sonda de DNA que não anelou, a DNA hibri- 
d izado pode ser detectado por auto- radiografia (Fig, 29-1 1 ). 

Frequentemente, o passo limitante em detectar dou clonar 
um gene é a produção de uma fita complementar de ácido nu- 
déico usada como sonda. A origem de uma sonda depende do 
que £ conhecido do gene que está sendo analisado. Algumas ve- 
zes, um gene homólogo clonado em outras «pécies pode ser 
usado como sonda, Altemitivamente, se a proteína, que é o pro- 
duto do gene, for purificada, sondas podem ser desenhadas e 
sintetizadas tomando como base a sua sequência de aminoád- 
dos e o conhecimento do código genético (Fig. 29-12). Fmal- 
mente, a informação necessária dU sequência do DNA pode ser 
obtida, a partir de sequências, no banco de dados que detalha a 
estrutura de milhões de genes oriundos de vários organismos. 

Matrizes do DMA fornecem 
bibliotecas compactas para o 
estudo dos genes e suas expressões 

A explosão de informação da sequência do DNA, oriunda dos 
projetos de seqüenciamento do genomã, revelou uma sóbria ver- 
dade. Apesar de muitos anos de avanços bioquímicos, existem 
ainda milhares de genes em células cucar ióticas (e até mesmo 
alguns em bactérias) que são total mente desconhecidos. Novos 
métodos são necessários pata rastrear rapidamente sequências 
genótnicas e obter indícios a respeito da função do gene. Gran- 
des refinamentos da tecnologia envolvida com bibliotecas de 
DNA, PCR e hibridização caminham juntos no desenvolvimen- 
to do míeroarranjo do DNA (algumas vezes, chamado de fibras 
de DNA) que permitem o rápido c simultâneo rastreamento de 
muitos milhares de genes. Segmentos de DNA oriundos de ge~ 
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Região-alvo do DNA 
para ser amplillcada 



© Calor para separar as fitas, 

© Friüí adição de oligonudeotídeos 
iniciadores sintéticos. 


1 
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© Adição da D\A potímerase 
termoestável para catalisar a 
síntese de DNA 5'-*y, 


Repetir os passos © e ©, 
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A síntese do L>NA (passo ©) é 
catalisada peia DNA polimerase 
te mio estivei (aijiida presente). 
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Repetir os passos © a © . 
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Após 25 ciclos, a seqüénda-alva foi amplificada 
aproximadamente l&' vezes. 

(a) 
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© Calor para separar as fitas, 
j © Anelar os iniciadores que contém 
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* de restrição. 
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Figura 29-10 - Amplificação de um segmento de DNA especifi- 
co usando a reação em cadeia da polimerase (a) 0 procedimen- 
to apresenta três pa5S05. © As fitas do ONA são separadas pelo 
aquecimento, e © aneladas a um excesso de iniciadores do DNA 
curtos e sintéticos {azul) r os quais flanqueiam a região a ser amplifi- 
cada. Após a polimenzação ©, o processo ê repetido em 25 ou 30 
eidos. A DNA polimerase cermoestávd Tãql (originada da rdermus 
aqfuâíídjs, urna bactéria que cresce em fontes de água quente) não é 
desnaturada durante os passos que envotvem aquecimento. íb) O DNA 
amplificado pela PCR pode ser clonado. Os mrriadores podem mcimr 
DNÂ néo complementar nas extremidades, contendo sítios de diva- 
gem para erdonucíeasesde restrição. Embora essas regiões dos inicia- 
dores não anelam com o D N A-alvo, o procedimento de PCR incorpo- 
ra-as para o DNA que é amplificado. A clivagem dos fragmentos am- 
plificados nesses sitios criam extremidaoes coesivas que facilitam a 
ligação do DNA amplificado para um vetor de clonagem. 


Adendo 29-1 Urna potente arma na medicina forense 


Tradiclonalmente, um dos métodos mais precisos 
paia colocar um indivíduo na cena do crime tem 
sido a impressão digital. Uma técnica que é baseada 
em métodos desenvolvidos pau 4 tecnologia do 
DNA recombinante» imprtttio digital do DMA 
(também chamada de npjgtm do DNA ou perfil 
do DMA! pode ser mais poderosa do que qualquer 
outro método de identificação, 

À improsài digital do DNA i baseada nos poíi- 
rnoefismos de scqüênciu, Existem pequenas dife- 
renças de sequência (usculmcnle aJlcriçúes únicas 
de pares de bases) que ocorrem de indivíduo para 
indivíduo, uma para cada 500 a LQÜQ pares de ba- 
ses, cm média. Cada diferença dá sequência de assi- 
metria ajustada do genoma humano esia geral men- 
te presente em apenas uma fração da população hu- 
mana; cada indivíduo possui algumas drfav Algumas 
das aJteraçòcs de sequência afetam os sítios de re- 
conhecimento para as enzima* de restrição, resul- 
tando numa variação dc indivíduo parfl indivíduo, 
no tamanho de certos fragmentos de DNA produ- 
zidos pela digestão com uma enzima de restrição 
particular, Essas diferenças dc tamanho são referi- 
das como polimorfismos do comprimento dos frag- 
mentos de restrição (RF LPi), 

A detecção dos RFLPs depende de um procedi- 
mento de hibridiz^çân especial chamado de Sou- 
thern blotting ÍFig, 1). Os fragmentos de DNA„ ori- 
ginados da digestão do DNA genómico pelas endo- 
ruicleasra de restrição, são primciratnente separados 
de acordo com o seu (amanho, por eletroforese em 
gel de agarose. Os fragmentos de DNA são desnatu- 
rados embebendo -se o gel cm álcali, depois transfe- 
ridos para o papel dc mlrocduEme, de forma a re- 
produzir no papd á distribuição dos fragmentos no 
gel. O papel e então imerso numa solução conten- 
do uma sonda dc DNA radioativamente marcada, 
A sonda para uma sequência, que é repetitiva várias 
vezes no genoma humano, gcralmcntc identifica al- 
guns dos milhares de fragmentos de DNA produzi- 
dos quando o genoma humano é digerido com uma 
enckmuclease de restrição. Os fragmentos que hi - 
bfidizam com a sonda vão rcvtiados peia auto- radio- 
g rafia, como mostra a Figura 29-11 r 


As sequências do DNA genÒmko usadas nesses 
testes são geral mente regiões que contêm DNA re- 
petitivo (sequências curtas repetidas milhares de 
vezes: veia pág, 715), que são comuns no gmonu 
dos euca rimos superiores, O numero de unidades 
repetidas em (ai DNA vária de indivíduo para in- 
divíduo l exceto em casot de gêmeos idênticos), Se 
uma sonda apropriada fnr escolhida, o padrão das 
bandas em tal experimento pode ser distinto para 
cada indivíduo testado. Se várias sondas forem usa- 
das* o teste pode ser feito lin seietivamente que 
pode identificar potím r amente um único indiví- 
duo tu população humana. Entretanto, o procedi- 
mento da transferência do tipo Southern requer 
amostra* de DNA relativa mente frescas e quanti- 
dades de DNA maiores que aquelas que gendmen- 
te estão presente* na cena do crime. Para aumen- 
tar a sensibilidade, a análise de KFLF está sendo 
aumentada por método* da reação em cadeia da 
polimerase ÍPCR) (Veja Eig, 29-l0a), os quais per- 
mitem que ínfimas quantidades de DNA sejam am- 
pliadas. Isso permite que a impressão digital do 
DNA seja obtida de um único fio de cabelo, uma 
gota de sangue, Uitlá pequena amostra de sêmen de 
uma vítima estuprada, ou de amostras que possam 
ter meses ou até mesmo muitos anos de idade. 

Esses métodos têm sido desenvolvidos a ponto 
de ser decisivos em casos levados a julgamento no 
mundo inteiro. No exemplo da Figura l, o DNA de 
uma amostra de sêmen, obtida de uma vítima estu- 
prada c morta, fbl analisado parateLimente a amos- 
tras de DNA da vítima e de dois suspeitos. Cada uma 
das amostras de DNA foi clivada em fragmentos e 
estes separados póf eletroforese em gel. Sondas de 
DNA radioativas foram usadas para kfcmiíkar um 
pequeno subconjunto desses fragmentos que con- 
tinha sequências cwnpJcmcniires a sonda. Os ta- 
manhos dos fragmentos identificados variavam de 
um indivíduo pari o outro, coma visto aqui em 
padrões diferentes para os Três indivíduos testados 
(vitima e dois suspeitos). O DNA de um dos sus- 
peitos do esrupro exibia um padrão de bandeamen- 
lo idêntico àquele da amostra do sêmen tirada da 
vitima. Uma sonda foi usada aqui, mas três ou qua- 


nes conhecidos, com tamanho variando de algumas dezenas até 
ceniçna* de nudêotldeos, sáo inseridos sobre umá superfície 
sólida, por meio de mecanismo robótico, o qual deposita de uma 
maneira precisa quantidades de nanoiitras de uma soluçào de 
DNA. Milhares de pontos são depositados em um arranjo pre- 
determinado sobre uma superfície medindo apenas alguns cen- 
tímetros quadrados, Um exemplo dramático dessa técnica apa- 
rece no início da Parte IV deste livro (pág. 7 10), Segmentos oriun- 
dos de cada um dos mais de 6.000 genes no genoma da levedura 
completamente seqüenciados foram separadamente amplifica- 
dos pela PCR c cada um foi depositado em um padrão definido 
para criar um microar ranjo. Uma estratégia alternativa é sinte- 
tizar o DNA direlamentc sobre a superfície sólida. 


O microarranjo pode responder questões como quais genes 
sio expressos em um dado estágio de desenvolvimento de um 
organismo. O mRNA total f isolado de células em dois estágios 
diferentes do desenvolvimento c convertido em cDNA usando a 
í ranscriptase reversa e desoxinudeolídeos marcados com fluo- 
rescelna. Os cDNAs marcados fluoresceit temente podem ser mis- 
turados e usados como sondas, em que cada um híbridizará com 
as sequências complementares sobre o microarranjo (Fig. 29- 
13), Nesse exemplo, os nudeotídeos usados na construção do 
cDNA para cada amostra fiuorescc em duas cores diferentes. Os 
cDNA oriundos de duas amostras são misturados e usados para 
sondar o microarranjo. Os pontos que fluorescem em verde re- 
presentam mRNA mais abundantes em um simples estágio ce- 
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Fragmentos de DNÁ 


I Fragmentos separados por eletroforese 
I em gel de agarose (não marcados] 


tro sondas diíemues poderiam ser usada* (em ex- 
per i mentos separados) para íazer uma idcntífkacâo 
positiva. Os resultados têm sido usados para ajudar 
os suspeitos, lauto o íoflvkio quanto o inocente» e 
para estabektef a pasemidadr com um grau otra- 
otdmário de certeza, O impacto dessa tecnologia, 
no julgamento de casos, cnntmuari a crescer à me- 
dida que os padràcs sei am aceitos e os métodos tor- 
nem-se largamçnte estabelecidos nos Laboratorios 
forenses. Mesmo misteriosos crimes de déc^las pas- 
sadas podem ser solucionados em 1996, a impres- 
são digital do DNA foi usada para auxiliar a confir- 
mação da kfcntifkaçiti da ossada do último czar da 
Rússia e viu família, assassinados em 1918, 


Figura 1-0 procedrrrwnto de transferencia do tipo Stnu- 
thErn hlot, como aplicado na impressão digital do DNA. 



Eukir, aqueles que fiou restem em vermelho representam sequên- 
cias mais expressas no estágio tardio do desenvolvi mento, Usan- 
do-se uma mistura de duas amostras para a medida relativa da 
quantidade de iieqüências, ao contrário da medida absoluta, são 
corrigidas as variações nas quantidades de DNA originalmente 
depositadas em cada ponto sobre a malha e outras inconsistên- 
cias que possam existir de um ponto a outro no mkroarranjo. 
Os pontos que fluorescem representam um sinal instantâneo dc 
todos os genes que estão sendo expressos nas células no mo- 
mento em que eles foram isolados, é a expressão gènica exami- 
nada sobre uma larga escala do genonia, Para um gene de fun- 
ção desconhecida, o lempo e as circunstâncias da sua expressão 
podem fornecer importantes indfrios de seu papel na cllula. 


Aplicações da Tecnologia 
do DNA Recombinante 

Normal mente, danar um gene é apenas a primeira etapa de um 
planejamento muito maior, como a produção em grandes quan- 
tidades do seu produto pmtéico, A seqüénria de aminoácidos 
da proteína pode ser alterada introduzindo mudanças nos pares 
de bases do gene, uma estratégia que pode ser muito poderosa 
na exploração do enrolamento, da estrutura e da função protéi- 
ca„ Métodos progressivamente mais sofisticados para transferir 
o DNA para dentro e para fora das células de qualquer tipo es- 
tio fornecendo um outro caminho para o estudo da função e 
regulação do gene e eslào permitindo a introdução de novas ca- 
racterísticas cm plantas e animais. 



Figura 29-11 - tdentfftcaçAo de um dome por melo da hibndt' 
ração com um ssgmtnio de ONA particular A sonda de DNA 
radioativa hibridiza com o DNA complementar, que é rvmladt) por 
auTq-radíggrafia. Após as colónias mancadas terem sido identifica- 
das, as colómas correspondentes na placa de ágar origmal podem 
ser usadas como fonte do DNA danado em estudos posteriores. 
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Figura 29-12 - Desenho da uma «onda para detecter o gene a partir do conhecimento da sequência de aminoácidos da proteína 

A degeneraç&o do código genético significa que mais de uma seqüència de DNA pode codificar um dada seqü&ncia de aminoácido Como a 
Carreta sequência de UNA não pode ser conhecida previâmente, a sonda a desenhada para ser complementar a uma região do gene com um 
mínimo de degenerarão (possíveis poucos códigos) 0% Qhgqnucfeoiideos são sintetizados com sequéricrás setetwameníe randômicas. de tal 
modo que ela contenha qualquer um dos does possíveis nudeotideos em cada posição de potencial degeneração (sombreado em vermelho) 
Neste exemplo, o diçooiideotiúeo smenzado é atuairneme uma mtstira de ato sequências tMerentes uma das ortos complementará 
perfeitamente o gene e todas as oitos ião emparelhar em, pelo menos. 1 7 a 20 posaçfes. 
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Figura 29-13 - Construção de uma matriz da DNA. Qualquer 
sequência conhecida de DNA, oriunda de qualquer fonte, pode ser 
usada em um micnoarranjo. O DNA pode ser gerado pela síntese 
qulmrca ou PCR, G DNA é posicionado sobre uma superfície sólida 
(usual mente lâminas de vidro especial mente tratadas) com a ajuda 
de um mecanismo robótico capaz de depositar pontos muito pe- 
quenos (nanolitros) de arranjos precisos. A luz UV é utilizada para 
fixar o DNA na lamina de vidro. Estando o DNA fixo, o mienoarranjo 
pode ser rastreado com outros ácidos nu cFèicos marcados com fluo- 
rescência, Por exemplo, o mRNA isolado de uma célula (represen- 
tando todos os genes expressos nessa célula) pode ser convertido 
para sondas de cDNA por meio da transe riptase reversa, usando os 
dNTPs marcados com fluorescência. Os cDNAs fluorescentes ane- 
lam-se ás seqüências complementares no micnoarranjo. Após a re- 
moção da sonda que náo hibridizou, cada ponto que fluoresce re- 
presenta um gene que está sendo expresso na amostra. 

Aqui, as amostras de mRNA foram coletadas de células em 
dois estágios diferentes de desenvolvimento de uma râ. As son- 
das de cDNA para cada amostra foram feitas com nudeotfdeos 
que fluonescem com cores diferentes; uma mistura de cDNAs é 
usada para sondar o microarranjo. Os pontos que fluorescem em 
verde representam mRNAs mais abundantes no estágio de uma 
única célula, enquanto os pontos que fluorescem em vermelho 
representam sequências mais abundantes num estágio mais tar- 
dio do desenvolvimento. 



Mkroarranjo de DNA 


Nosso foco agora volta-se para as aplicações da clonagem 
do DNA, iniciando com as proteínas produzidas por genes do- 
mados. Descreveremos depois procedimentos de clonagem usa- 
dos para uma variedade de células eucarióticas, antes de termi- 
narmos com uma visão geral do potencial e das implicações dessa 
tecnologia. 

G enes donados podem ser expressos 

Frequentemente é o produto do gene dona d o em vez do pró- 
prio gene que é o interesse primário* particular mente quando 
a proteína tem propósitos comerciais, terapêuticos Ou de pes- 
quisa, À compreensão dos fundamentos do metabolismo do 
DNA, RN A e proteína e sua regulação na E. coli tornaram pos- 
síveis a expressão de genes donados para estudar os seus pro- 
dutos protéicos. 

Pelo fato de muitos genes eucariólicos não lerem a seqiién- 
cia dos elementos (promotores etc.) de DNA requeri dos para a 
sua expressão em células da E, coE, seqllêndas reguladoras bac- 
terianas para a transcrição e tradução devem ser inseridas nas 
posições apropriadas no DNA do vetor, relativas ao próprio gene 
eucariótico, Fm alguns casos, os genes donados são expressos 
tão bem que o produto protéico é superproduzido, representan- 
do algumas vezes 10% ou mais da proteína celular. Uma tão alta 
concentração de uma proteína estranha pode matar uma célula 
da E. coli; nesses casos, a expressão gênica deve ser limitada até 
algumas horas antes da coleta planejada das células. 

Vetores de clonagem, que tenham os sinais de transcrição e 
tradução necessários para a expressão regulada de um gene do- 
nado, são freqüen temente chamados de vetores de expressão, A 
taxa de expressão do gene donado é controlada pela substitui- 
ção das seqüências reguladoras e promotoras do próprio gene 
com versões mais convenientes e eficientes suplementadas pelo 
vetor. Geralmente, um promotor bem caracterizado e seus ele- 
mentos regulatóríos são posicionados próximo a vários sítios 
de restrição usados na clonagem, de tal modo que os genes inse- 
ridos nos sítios de restrição serão expressos a partir da regulação 


do promotor (Fig. 29- 14), Alguns desses vetores incorporam 
outras características, como sitios de ligação ao ribossomo bao- 
teriano, para aumentar a translação do mRNA oriundo do gene 
e/ou dê seqüênrias de terminação da transcrição. A superexpres- 
são de genes donados em bactérias e outras células tem forneci- 
do grandes quantidades de proteínas específicas, simplificando 
o trabalho dos pesquisadores ou fornecendo grandes rendimen- 
tos para a indústria. 


SeqLlèndbi do 
promotor (F) e do 
operador (Õ) 
bactéria no 


Poliligarúcs com. sítios 
únicos para diversas 
endoTiucleases dc 
restrição (por 



resistência a antibiótico) 


Figura 29-14 - Tipos de sequências de DMA encontrados em um 
vetor ti pico de expressão da F- coli 0 gene a ser expressa é insendo 
num dos sítios de restrição no poliligante, perto úo promotor, com a 
extremidade codif içando o aminoterminal próximo ao promotor. O pro- 
motor permite eficiente transcrição do gene inserido e a sequência termi- 
nadora da transcrição pode melhorar a quantidade e a estabilidade do 
mRNA produzido. O operador permite a regulação por meio de um ne- 
pressor que se liga a ele (pág. B48). O sitio de ligação ao ribossomo for- 
nece a seqüência com os sinais necessários para a translação eficiente do 
mRNA der*vado do gene. G marcador de seleção permite a seleção das 
células que contêm o DNA recorri bmante. 



Genes donados podem ser alterados 

As técnicas de clonagem podem ser usadas nào somente para 
produzir proteína* em grande quantidade, mas também para 
produzir produtos proteicos sutilmente alterados a partir das 
suas formas nativas, Aminoáddos podem ser individualmente 
substituídos peta mutagènese sitio -dirigida. Essa metodologia 
poderosa, usada para estudar a estrutura e a função da proteína, 
altera a sequência dc aminoaciclo de uma proteína modificando 
a sequência de PNA ik> gene cSonado. 

Se sítios de restnçlo apropriados flanquearem a sequência a 
ser alterada, uma alteração pode ser feita simplesmente remo- 
vendo um segmento de DMA e substituindo-o por um sintético 
que se ia idêntico ao original, exceto pela alteração desejada (Fig. 
29- 15a}, Se nio existirem sítios de restrição nos locais apropria- 
dos, uma abordagem chamada de mutagénese oLigonucIrotidco 
dirigida pode set usada para criar uma alteração específica na 
sequência do DNA t Ftg. 29- 1 5b>. Uma fita de DMA sintética 
curta* com uma alteração especifica de base. è and adi a uma 
cópia da fila simples do gene donado. O d esparramem o de um 
par de bases em 15 ou 2Q não afeta o andamento se este for rea- 
lizado cm temperatura apropriada. Essa Ata anelada é então uti- 
lizada como um iniciador para a síntese de uma fita comple- 
mentar para o ptasmidio vetor. O pl&smídio duplex recombi- 
nante é introdurido na bactéria* onde o despareamento é 
reparado por enzimas celulares de reparo do DNA. Cerca da 
metade dos eventos de reparo removerá e substituirá a base alic- 
rada; entretanto, a outra metade removerá e substituirá a base 
ttormai retendo a mutação desejada. Transformantes sáo selecio- 
nados f freqüentemente pelo seqUendamento do seu DNA plas- 
midial) até que seja encontrada uma colónia bactemna com a 
sequência alterada, 

Alterações envolvendo mais de um par de bases podem tam- 
bém ser introduzidas. Partes grandes de um gene podem ser 
detetadas cortando um segmento com endonucl rases de restri- 
ção e ligando ãs porções remanescentes formando um gene 
menor. Parlo de dois genes diferentes podem ser ligadas, crian- 
do novos combinações, O produto de tal gene íiindido é cha- 
mado de proteína de fusão. (Observe que essas “proteínas de 
fusão" não estão relacionadas às proteínas de fusão que partici- 
pam no processo de fusão de membranas, discutidas no Capi- 
tulo 12). 

Existem métodos engenhosos para realizar qualquer altera- 
ção gémea m vjfro. A reintrodução nas células permite que as 
consequências da alteração sejam im-estigadas, À mutagênese si- 
tio-di rígida tem facilitado muito a pesquisa de proteínas* per- 
mitindo, aí» investigadores, rralirar alterações especificas na es- 
trutura primaria dc uma proteína e examinar o deito dessas al- 
terações no enrolamento* na estrutura tridimensional c na 
atividade catai iltca da proteína. A mutagênese sítio -dirigida e&ta 
lambem sendo utilizada comerei aimente para criar proteínas 
com aiividade aumentada ou com capacidade de funcionar em 
extremos da temperatura e pH ou em ambientes hostis, como 
solventes orgânicos. 

A levedura é um hospedeiro eucariótico 
importante para O DNA recombi nante 

A engenharia genética, de forma alguma, está restrita à E coli 
como célula hospedeira. Entre os eucariotos, as leveduras são 
organismos particularmente convenientes para esse trabalho. 
Como um E, coli, a genética de levedura é uma disciplina bem 
desenvolvidas o genoma da levedura mais utilizada, 5#cdm- 
ríjfrtyces cerevííiue, contém apenas 14 x lü 6 pares de bases (um 
genoma simples para os padrões eucariótico*. menos de 4 ve- 


zes o cromossomo da E coli] e sua seqüència é conhecida na 
integridade; fínalmente a levedura é um microrganismo muito 
fácil de se manter e crescer em larga escala no laboratório. 

Vetores de expressão têm sido construídos para a levedura, 
empregando os mesmos princípios que o* dos vetores da E. rerfí 
descritos anteriormente, A expressão de genes eucariotícos na 
levedura é> algumas vezes, preferível j expressão na E. coli . Mui- 
tas proteínas eucariótkas, são normalmente modificadas apos a 
translação pelas enzimas que tao ausentes na bactéria* assim, 
muitos proteínas eucariótkas produzidas em bactérias podem 
não possuir modificações essenciais para a sua atividade. A dis- 
ponibilidade de métodos convenientes para transferir □ DNA 
para dentro e para fora das células de leveduras facilita o estudo 
de muitos aspectos da bioquímica da célula eucariótiesu Nos cé- 
lulas de leveduras transformados, o DNA introduzido pode ser 
integrado ao cromossomo celular por recombinaçâo homóloga 
l Capítulo 251. Essa transformação integrattv* ocorre com bai- 
xa frequência, 

A eficiência da transformação pode ser aumentada peta in- 
trodução do DNA clovtado num plasmidio auto-replicativo. Cm 
ptasmidio de levedura de ocorrência natural chamado de plas- 
mídio 2 micron (2pm) foi construído para criar uma variedade 
de vetores de clonagem que incorporam uma origem de replica - 
ção e outras seqüêncías necessárias para a manutenção do plas- 
mídio na levedura. Alguns plasmídios recombinantes incorpo- 
ram múltiplas origens de repli cação e outros elementos que lhes 
permitam ser mantidos em mais de uma espécie ( por exemplo, 
levedura ou £ toJí). Plasmldios que podem ser propagados em 
células de duas ou mais espécies diferentes são chamados de ve- 
tores ida-e- volta. 


Grandes segmentos de DNA 
podem ser ckmados em 
cromossomo artificial de levedura 

Um vetor de clonagem com a capacidade para incorporar gran- 
des segmentos dc DNA pode reduzir o numero de clones indi- 
viduais necessários para cobrir o genoma de um organismo 
em uma biblioteca genômica, com isso. reduzirá o número dc 
clones que necessitam ser raslreados para identificar aquele 
done que contém um particular gene de interesse. O traba- 
lho com genomas grandes associado à necessidade de mores 
de clonagem de alta capacidade desenvolveu o cromossomo 
artificial de levedura ( YACí — “ye*$t artifidal chromosomes** 
— , Fig- 29-16)* 

Vetores YACs contêm todos os elementos necessários para 
manter um cromossomo eucariótico no núcleo da levedura (veja 
Fig. 24-3). Isso inclui uma origem de repliraçâo* um centróme- 
ro, telómeros e dois marcadores selecionáveis. Antecedendo o 
seu uso na clonagem, o vetor é propagado como um plasmídio 
circular de bactéria. A divagem com a endonuclease de restrição 
( BdmHl na Fig, 29-16) remove um segmento de DNA entre duas 
.sequências teloméricas, deixando os telómeros c as extremida- 
des do DNA linearizados. A divagem em um outro sitio interno 
(como o da EcoRl na Fig. 29- 1 6) divide o vetor em dois segmen- 
tos de DNA, referidos como braços do vetor, cada um contendo 
um diferente marcador seletivo. 

O DNA genômieo é preparado pela digestão parcial com 
endonudeases de restrição (EroRI, como na Fig, 29- 16), Os frag- 
mentos genó micos sào então separados por eletroforese de cam- 
po pulsado, uma variação da eletroforese em gel (veja Fig, 5-19) 
que permite a separação de grandes segmentos de DNA. Os frag- 
mentos de DNAde tamanho apropriado (até aproximadamente 
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Figura 29-15 - Duas abordagens para a muta gênese sftio-dirigida. (a) Um segmento de DNA é sintetizado e usado 
para substituir um fragmento de DNA que foi removido pela divagem com uma endonudease de restnção. (b) Um oligo- 
nudeotídeo é sintetizado com uma seqüência desejada alterada em um ponto. Esta é hibrtdizada a uma cúpia da fita 
simples do gene a ser alterado e funciona como um iniciador para a sintese do DNA dúplex (com um despareamento} que 
à então usado para transformar células. 0 reparo celular dos d esparea mentos produz^á aproximadamente 50% dos 
despareamentos que reflete a seqüência coma mudança desejada. 




Figura 29-16 - Construção de um cro 
roossomo artificial de levedura (YAC) 

Urti wfcor VAC inclui urma origem de repti- 
tação ÍORJ), um «nirúrnero (C E N>, dojs le- 
Wmefos (TÉU e marcadores wtettvos ÍX e 
Y) A digestão simunànea com tomHI e 
fco« produz dots braços de DNA separa- 
dos, cada um com uma ertremidade leke 
menca e i*n marcador sefetno Um grande 
segmento de ONA (por erarnpio. 2 * 1CF 
pares de bases do genoma hunano) pode 
ser ligado aos braços para criar um cromos- 
somo arafioat de levedura Q VAC pode 
ser usado para transformar cétulas de le- 
vedura preparadas. « quais são seteora- 
dxs pera x e r As c&uta de kvedura so- 
brevwií« propagam pelo DMA inserido. 
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2 milhões de pares de bases) são misturados com os braços pre- 
parados do vetor e ligados. A mistura de ligação é então usada 
para transformar células de levedura preparadas para grandes 
moléculas de DMA, O cultivo no meio requer a presença de am- 
bos os genes para os marcadores selecionáveis , os quais assegu- 
ram que as células de levedura crescerão somente se elas possu- 
írem um cromossomo artificial com um grande inserto entre os 
dois braços do vetor í Fig, 29-16). A estabilidade dos clones YACs 
aumentam com o tamanho até um certo ponto. Aqueles com 
insectos maiores do que 150,000 pares de bases estão próximos 
da estabilidade como um cromossomo cdular normal, enquan- 


to aqueles com insertos menores do que J 00,000 pares de bases 
são gr a d uai mente perdidos durante a mitose (sendo assim, célu- 
las de levedura, carregando clones formados somente pela Ligação 
das extremidades dos vetores entre si ou com curtos insertos, não 
são geral mente encontradas], YAGs, em que falta um telòmero 
em qualquer lado, são rapidamente degradados. 

Bibliotecas de DNA e clones YAG são largamente utilizados 
para o estudo de grandes genomas. Eles tém particular impor- 
tância no esforço para seqüenckr completa mente o genoma 
humano e um esforço associado para isolar genes envolvidos 
com muitas doenças humanas (Adendo 29-2), 
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Adendo 29-2 


O genoma humano e a terapia gênica humana 


Em alguma época, num fu L uru não muito distante» 
um paciente humano será diagnosticado com defi- 
ciência de adenosina desaminase, uma condição ge- 
nética deletéria que afeta u sistema imune. O trata- 
mento será a inoculação com um variante do HIV 
(o vírus que causa a AIDS) geneticamente modifi- 
cado no qual os genes responsáveis pela sua própria 
reprodução foram inativados. Em modificação o 
tornará compietamenie benigno, restando da sua 
origem HLV somente a capa protéíca. 

Uma vez na corrente sangüínea, a capa protéíca 
servirá como alvo para a captação do vírus modifi- 
cado, pelas células do sistema imune, em que a capa 
será a vertente para expor uma molécula de DNA 
recombmante com gene funcional para adenosina 
desaminase. Um eficiente sistema de empacotamen- 
to na recombinação genética np partícula do vírus 
modificado integrará esse DNA numa localização 
específica do cromossomo» sem alterar nenhuma ou- 
tra função celular. Um promotor poderoso coman- 
dará a expressão do gene integrado, restaurando a 
função normal do sistema imune. Uma doença ge- 
nética será curada. 

Este cenário, ou um outro muito semelhante» é 
destinado a tornar-se parte do dia-a-dla na medicina. 

A primeira tentativa de terapia genética humana 
foi realizada no Instituto Nacional de Jsaútie em Be- 
thesda, Maryland (CA)» em 199Ü. A paciente era uma 
menina com quatro anos de idade, cujo sistema 
imune estava seriamente comprometido pela defi- 
ciência da adenosina desaminase usada em nosso 
exemplo fictício, Essa condição humana rara foi es- 
colhida como alvo para as iniciativas precoces por- 
que ela reunia alguns critérios importantes. O de- 
feito genético é bem caracterizado e, em principio» 
podia ser resolvido corrigindo um simples gene. O 
gene funcionai pode operar mesmo na presença do 
gene defeituoso, assim não é necessário eliminá-lo 
mais tarde. Finalmente, e mais importante, os efei- 
tos da doença eram suficientemente graves e os ris- 
cos consideráveis e inerentes em uma nova tecno- 
logia foram sobrepujados pelo potencial de cura. 

Na tentativa de 1990» como em muitos outras 
subseqUentes, as células da medula óssea foram re- 
movidas da paciente e transformadas em laborató- 
rio com um retrovírus modificado contendo um 
gene funcional para a adenosina desaminase, e, a se- 
guir, re introduz ida na medula da paciente. Quatro 
anos mais tarde, a criança estava levando uma vida 
aparentemente normal, indo à escola e até mesmo 
testemunhando, no Congresso, suas experiências an- 
teriores» Apesar desse aparente sucesso, resultados 
positivos foram indefinidos e mesmo os ensaios de 
adenosina desaminase não foram decisivos. As crian- 
ças que receberam terapia gênica para essa condi- 
ção estão também recebendo injeções regulares de 
adenosina desaminase sintética, não deixando claro 
qual o tratamento é responsável pelos resultados 
clínicos positivos. 


As tentativas continuam, utilizando protocolos 
mais imaginativos para o tratamento de novas con- 
dições e encorajando o desenvolvimento de uma 
nova indústria de biotecnologia dedicada à terapia 
gênica humana. Os diversos obstáculos restantes 
para tornar a terapia gênica um procedimento de 
rotina estão sendo endereçados aos avanços tecno- 
lógicos* mesmo outras doenças sào identificadas, 
as quais, em princípio, podem ser tratadas com es- 
sas técnicas emergentes. Os genes envolvidos em 
muitas doenças humanas já estão sendo rastreados, 
incluindo aqueles responsáveis pela doença de Hun- 
tington, fibrose cística, hipercolesterolemia famili- 
ar e várias condições genéticas, as quais conferem 
uma predisposição hereditária ao câncer (veja Aden- 
do 25-1), A maior máquina para o progresso está 
surgindo com o projeto do genoma humano, A 
maior máquina para o progresso surge com o co- 
nhecimento do genoma humano e por programas 
de seqüenciamento de genomas de muitos outros 
organismos de interesse para a pesquisa e comuni- 
dades médicas. 

Um obstáculo formidável para a terapia gênica é 
a eficiente entrega do DNA para as células afetadas. 
Os vetores retrovirâis podem introduzir o DNA nas 
células eficientemente, mas esse DNA alcança e in- 
tegra ao cromossomo da célula hospedeira somem 
te quanto o enveiope nuclear é transitoriamente 
desfeito durante a divisão celular. As células que 
pouco ou nada dividem, tais como os neurônios e 
as células do músculo esquelético, não podem ser 
transformadas facilmente por esses vetores. Além 
disso, os vetores retrovirâis inevitavelmente intro- 
duzem DNA para muitos tipos celulares que apre- 
sentam divisão regular, mas não sào alvos apropria- 
dos para a terapia e, desde que o DNA seja integra- 
do em locais aleatórios no cromossomo hospedeiro» 
existe a possibilidade de que algum gene crítico pos- 
sa ser obstruído. Esses fatores limitam a estratégia 
para a administração dos vírus modificados direta- 
mente no paciente, o oposto ao processo de trans- 
formar as células in vitro e então retorná-las ao in- 
divíduo em tratamento. Entretanto» alguns vetores 
podem ser direcionados para tecidos particulares por 
meio das proteínas da cobertura virai, as quais são 
ligadas somente nos receptores das células-alvo. 

Estão sendo desenvolvidas alternativas aos veto- 
res do tipo retrovírus- Adenovírus modificados po- 
dem .suportar grandes segmentos de DNA recom- 
binante, mas faltam neles um sistema de recombi- 
nação para integrar o seu DNA no genoma. Além 
disso, os genes introduzidos tendem a ser expressos 
somente transitoriamente. Isso pode ser útil quan- 
do a proteína a ser expressa, tal como a proteína do 
envelope de uma bactéria patògeniea, é necessaria- 
mente expressa transitoriamente para induzir uma 
forte resposta imune ao patógeno, Lnfelizmente» os 
adenovírus, algumas vezes, induzem uma forte res- 
posta Imune que pode romper a eficácia de trata- 
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mentos repetidos. São também necessários méto- 
dos para encaminhar os adenovírus aos tecidos par 
tieulares. Os lipossomos sintéticos não apresentam 
capacidade inerente para causar doença* mas eles 
sãu menos eficientes do que os vírus em transferir 
DNA recombinante para as células. A escala de op- 
ções para a terapia genica crescerá assim que novos 
vírus com propriedades úteis são investigados e tam- 
bém com a melhora na tecnologia dos lipossomus. 
Avanços no entendimento da recombinação gené- 
tica e expressão génica também aumentarão a es- 
tratégia de vetores. 

A terapia génica não está limitada às doenças ge- 
néticas, O tratamento pode ser direcionado para 
células cancerosas* delineando genes para proteínas 
que podem destruíra célula ou restaurar o controle 
normal da divisão ceiular. As céiulas do sistema imu- 
ne associadas aos tumores* chamadas de linfócitos 
infíltradores de tumores* podem ser geneticamente 
modificadas pqra produzir fator de necrose tumo- 
ral (TNE, veja pág. 372). Quando esses linfócítos são 
retirados do paciente com câncer* modificados e* a 
seguir, reintroduzidos* as células geneticamente 
modificadas para atingir o tumor e produzir o fator 
de necrose t um oral facilitarão a redução tumoral. A 
AIDS pode também ser potenciaJmente tratada com 
a terapia génica; um DNA que codifica uma molé- 
cula de RNA complementar ao mRNA vital para o 


HIV pode ser introduzido para as células do siste- 
ma imune (o alvo para o HJV). Esse RNA será trans- 
crito a partir do DNA introduzido e irá formar um 
par com o mRNA do HIV, impedindo a sua transla- 
ção e interferindo com o eido de vida do vírus. Al- 
ternativamente, um gene pode ser introduzido co- 
dificando uma forma inativa de uma multissubuni- 
dade da enzima do HJV; a enzima inteira pode sct 
inativada se uma subunidade não for funcional. O 
crescimento no entendimento do genoma humano 
e as bases genéticas de algumas doenças trazem pro- 
messas para um diagnóstico precoce e uma inter- 
venção construtiva. Novas dificuldades éticas tam- 
bém surgem. Existem testes para uma larga escala 
de condições genéticas, as quais podem predizer nos- 
sa saúde futura, e os resultados, muitas vezes* mos- 
tram a inexistência de efetivos protocolos de trata- 
mento para responder com segurança à informa- 
ção obtida. Salvaguardas adequadas são necessárias 
para proteger contra a discriminação genética no 
acesso ao seguro ou ao emprego. O avanço dessa 
tecnologia coloca responsabilidade crescente sobre 
ambos, indivíduos e a sociedade, como um todo* 
para encontrar caminhos para proteger a privacida- 
de dos indivíduos e para evitar o estabelecimento 
de uma subclasse genética de indivíduos conheci- 
dos como portadores de atributos genéticos poten- 
cial mente indesejáveis. 


A clonagem nas plantas é ajudada 
por um parasita bacteriano de planta 

A introdução de DNA recombinante nas plantas tem enorme 
implicações para a agricultura* tornando possível alterar os per- 
fis nutricionais ou rendimento das safras ou sua resistência a 
estresses ambientais* como pragas de insetos, doenças, frio, sali- 
nidade e seca. Plantas férteis de algumas espécies podem ser ge- 
radas a partir de uma única célula transformada, permitindo 
que um gene introduzido possa ser transmitido à progénie por 
meio da semente. 

Nenhum plasmídio* de ocorrência natural* em células de 
plantas, foi encontrado para facilitar a clonagem em plantas; por- 
tanto* 0 maior desafio técnico é introduzir o DNA nas células 
das plantas. Um aliado importante e adaptável a esse esforço é a 
bactéria do solo Agrobacternirn tumefaciens. Essa bactéria pode 
invadir as plantas no local de urna ferida, transformando as cé- 
lulas próximas e as induzindo a formar um tumor chamado de 
coroa de gal/ja, O Agrobacterium contém um plasmidio grande 
200.000 pares de bases), chamado de plasmídio Ti (Fig. 29- 
17a). Quando a bactéria entra em contato com uma célula da 
planta danificada, um segmento do plasmídio Ti* com 23.000 
pares de bases chamado de DNA T, é transferido do plasmídio e 
integrado numa posição aleatória num dos cromossomos da 


planta. A transferência do DNA T da A^rühítírterforrj para o cro- 
mossomo da célula da planta libera duas repetições de 25 pares 
de bases que flanqueiam o DNA T e os produtos dos genes de 
virulência (vrr)> também sobre o plasmídio Ti (Fig. 29-1 7a). 

O DNA T codifica enzimas que convertem os metabólitos 
de plantas em duas classes de compostos que beneficiam a bac- 
téria (Fig. 29-18). À primeira classe consiste dos hormônios de 
crescimento das plantas (auxinas e citocininas), que estimulam 
o crescimento das células das plantas transformadas* para for- 
mar o tumor coroa de galha. A segunda classe gera uma série de 
aminoáddos não usuais chamados de opinas, os quais servem 
como uma fonte de alimento para a bactéria. As opinas são pro- 
duzidas em altas concentrações nas células tumorais e secrefa- 
das na circunvizinhança* onde das podem ser metabolizadas pelo 
Agrobacterium, usando enzimas codificadas em outro lugar no 
plasmídio Ti. Dessa maneira* a bactéria monopoliza os nutrien- 
tes disponíveis* convertendo-os numa forma que beneficia so- 
mente da própria. 

Esse exemplo raro de transferir DNA de um procarioto para 
um eucarioto é um processo natural da engenharia genética, o 
qual pode ser utilizado para transferir DNA recombinante (no 
lugar do DNA T) para o genoma da planta. Uma estratégia de 
clonagem comum emprega um Agwbactcrium que tenha dois 
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Figura 29-M - Uma bactéria parasita de plantas transfere 
DNA pera as células das plantas, (a) O plásmidio Ti (indutor 
de tumor) do Agrobacteftum wmefadens. (b) As células de piam 
tas lesadas produzem e liberam um composto fenólico, a ate- 
tossiringona. Quando o Agmbacfemjm detecta esse composto, 
os genes da virulência (v/r) no plasmfdfD Ti são expressos. Os 
genes vir codificam enzimas necessánas para introduzir o seg- 
mento do DNA T do plasmldio Ti no genoma das células vizi- 
nhas da planta. Uma cópia de fita simples do DNA T é sintetiza- 
da e transferida á célula da planta, onde ê convertida em DNA 
dúplex e integrada no cromossomo da célula da planta. O DNA 
T codifica enzimas que sintetizam não somente hormônios de 
crescimento, mas também opmas (veja Fig. 29-1 B), compostos 
que podem ser metabolizadas apenas pelo Agroòacledym. o qual 
usa como fonte de nutrientes. A expressão dos genes do DNA T 
pelas células das plantas transformadas leva a um aberrante cres- 
cimento da célula da planta (formação do tumor) e ao desvra 
dos nutrientes da célula da planta para a bactéria invasora. 


DNA T 


Plasmídiu Ti 

h) 


Célula de planta 
lesada produz 


Célula do Agrobaríerium 


plasmídios recombinantes diferentes. O primeiro é um plasmí- 
dio Ti do qual se removeu , no laboratório 0 segmento DNA T 
(Fig, 29- ] 9a), O $égundo é um vetor ída-e-vo!ta, Agrobacterium- 
F, co/i, que contenha as repetições de 25 pares de bases do DNA 
T flanqueando 0 gene que o pesquisador deseja introduzir na 
célula da planta e um marcador de seleção como a resistência à 
canamidna (Fig, 29- 19b). O Agrõbacterium construído é usa- 
do para infectar uma folha, mas as coroas de galhas não são 
formadas pelo fato de os genes da auxina, citocina e as enzimas 
binssintetizantes das opinas não estarem presentes em nenhum 
dos plasmídios. Em vez disso, os produtos do gene vir do plas- 
mídio Ti alterado direcionam a transformação das células da 
planta pelo gene flanqueado pelas repetições de 25 pares de ba- 
ses do DNA T no segundo plasmídio. As células transformadas 
podem ser selecionadas pelo crescimento sobre placas de ágar 
contendo canamicina e induzidas com hormônios de cresci- 
mento para formar novas plantas contendo o gene estranho em 
eada célula. 

O sucesso da transferência do DNA recombinante nas plan- 
tas é ilustrado vivamente por um experimento em que o gene da 
ludferase de vaga-lumes foi introduzido numa planta de tabaco 
(Fig. 29-20), o qual é, muitas vezes, usado experimentalmente 
porque suas células são parti cularmente fáceis de ser transfor- 


madas com o Agrõbacterium. O potencial dessa tecnologia não é 
limitado à produção de plantas que brilham no escuro, A mes- 
ma abordagem tem sido usada para produzir plantas que sejam 
resistentes a herbicidas, vírus de pl antas e pragas de insetos (Fig, 
29-21). Os benefícios potenciais incluem o aumento na produ- 
ção e uma redução na necessidade de produtos químicos usados 
na agricultura que são ambientalmente perigosos. 

A biotecnologia pode introduzir novas características nas 
plantas muito mais rápido do que os métodos tradicionais de 
criação de plantas. Um exemplo proeminente é o desenvolvi- 
mento de feijões de soja que são resistentes ao herbicida geral 
glifosato (o ingrediente ativo do RoundUp), O glifosato é rapi- 
damente degradado no ambiente (plantas sensíveis podem ser 
plantadas numa área tratada após o intervalo de 48 horas), e seu 
uso geralmente não leva à contaminação dos canais de irrigação 
de um ano ao próximo, A área desses feijões de soja pode ser 
tratada uma vez durante a estação de crescimento no verão, para 
eliminar essendalmente todas as ervas daninhas no campo, man- 
tendo os feijões de soja inalterados (Fig. 29-22). Dificuldades 
potenciais da tecnologia, tais como a evolução de ervas dani- 
nhas resistentes ao glifosato ou o escape de plantas recombin an- 
tes de difícil controle, permanecem como preocupação para os 
pesquisadores e para a população. 
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Figura 23-20 - Uma planta de tabaco na qual g gene da luòferase 
do vaga-lume è expresso. Ã luz foi produzida depois que a planta foi 
aguada com uma solução contendo ludfenna, o substrato pa^a essa en- 
zima produtora de luz (veja Adendo 14-3). Não espere plantas ornamen- 
tais que brilhem no escuro na sua floricultura local tao cedo; a luz de fato 
è muito fraca e esta fotografia representa urna exoosição de 24 horas. O 
purr L p ieal — que essa tecnologia permite a Introdução de novas caracte- 
rísticas nas plantas — es Lá, entretanto, elegante mente demonstrado. 


Figura 29-21 - Plantas de tomate idealizadas para serem resisten- 
tes a algumas larvas de insetos. Duas plantas de tomate foram expos- 
tas a um igual numero de larvas de mariposas A planta á esquerda não 
está geneticamente alterada. A planta á direita expressa um gene para 
uma proteína tóxica, derivada da bactéria Baàifus thunngiensis. A proteí- 
na, introduzida por um protocolo, semelhante àquele descrito na Figura 
2y-19 r é tóxica para a larva de algumas espécies de mariposas, nao sen- 
ão tóxica para o homem e outros organismos. A resistência a insetos len 
sido também geneticamente construída em algodão e outras plantas. 
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Figura 29-22 - Pés de feijão de soja resistentes ao glifosato cres- 
cendo num campo em Wistonâin (a) Sem o tratamento com o glifo- 
sato, essa parte da plantação do Fe jau de soja está cober ta oe ervas 
daninhas. !b) Plantns de feijão de soja resistentes ao glifüsato crescem 
numa érea tratada com o ghfosato, (c) O glifosato degrada-se raprda- 
mente no ambiente O uso de plantas modificadas, na agricultura, com 
considerável deliberação, balanceia a extraordinária promessa da tecno- 
logia com a necessidade cuidadosa de selee onar novas características. 
Ambas, a ciência e a sociedade, corno um lodo, têm interesse em asse- 
gura^ que o uso dessas plantas não tenha impacto adverso sobre o ambi- 
ente ou á saüde humana 



A clonagem nas células animais aponta 
o caminho para a terapia gènica humana 

A transformação das células animais com material genético es- 
tranho oferece um mecanismo importante para o avanço no co- 
nhecimento sobre a estrutura e a função dos genomas animais, 
bem como para a geração de animais com novas características. 
Esse potencial tem gerado intensos esforços de pesquisa que têm 
produzido meios crescenlemente sofisticados para a clonagem 
nos animais. 

A maioria dos trabalhos dessa espécie requer uma fonte de 
cl lulas para a qual o PNA possa ser introduzido. Embora teci- 
dos intactos sejam frequentemente difíceis de ser manipulados 
e mantidos ín vífra, muitas tipos de células animais podem ser 
isolados e crescer no laboratório se os seus requerimentos de 
crescimento forem cuidadosamente atendidos. Células deriva- 
das de um leddo tniirud particular e crescem sob condições apro- 
priadas de cultura de tecido podem manter propriedades dife- 
renciadas (por etemplo. uma célula do fígado permanece como 
uma célula do fígado) por semanas ou até mesmo meses. 

Nenhum vetor apropriado semelhante ao plasmiiW está dis- 
ponível para introduzir o DMA em células animais, portanto a 
transformação usuaJmenle requer a integração do DNA no cro- 
mossomo da célula hospedeira, O eficiente direciona mento do 
PNA para □ núcleo e a sua integração no cromossomo sem per- 
turbar nenhum dos genes críticos permanecem o maior proble- 
ma técnico na engenharia genética de células animais. 

Os métodos disponíveis para levar o DNA ao interior da 
célula variam em eficiência e conveniência. Algum sucesso foi 
encontrado usando captação espontânea do DNA ou a eletro- 
po ração, técnicas que são grosseiramente comparáveis aos mé- 
todos comuns usados para transformar bactéria. Todavia, des 
são ineficientes, apenas cerca de uma em 10 2 a 10* células é trans- 
formada por esse procedimento. A micro injeção acarreta a Inje- 
ção direta do DNA no núcleo de uma célula com a ajuda de uma 
agulha muito fina. Para os praticantes hábeis, esse método pos- 
sui uma alta laxa de sucesso, mas. peÊo fato de as células precisa- 
rem ser injetadas uma a uma. o mimem total que pode ser trata- 
do é pequeno. 

Os métodos mais eficientes e largameme usados para Trans- 
formar células animais utilizam os lipossomos ou vetores virais. 
Os lipossomos sio pequenas vesículas que consistem em uma 
incarnada de lipídios que mantém um compartimento aquoso 
(veja Fig. 12-4). Os lipossomos que mantêm uma molécula de 
DNA recombinante podem ser fundidos com as membranas das 
céltdas-iNo para dircoonar o DMA para o interior da célula. O 
DNA. algumas vezes, akança o núcleo onde de pode ser integra- 
do no cromossomo (a maioria em localizações aleatórias). Veto- 
res virais são mais eficientes paia introduzir DNA Vírus de ani- 
mal tem desenvolvido mecanismos efetivos para introduzir seus 
ácidos nudéicos no interior das células e vários tipos também 
possuem mecanismos para integrar o seu DNA no cromossomo 
da célula hospedeira. Alguns desses, tais como os retrovjrus (pág. 
794) e adenovírus, foram modificados para atuar como vetores 
virais na introdução de DNA estranho em célula* de mamíferos, 

O trabalho com vetores retrovirais ilustra um lipo de cMra- 
tégía em uso (Fig. 29-23). Quando o retro vírus modificado en- 
tra na célula, o seu genoma de RNA é convertido cm DNA pela 
transcriplase reversa e então é integrado num genorna hospe- 
deiro numa reação mediada pela integrase virai. As seqüêndas 
de terminais de repetição (LTR) são necessárias para a integra- 
ção do DNA retroviral no cromossomo hospedeiro (veja Ftg, 
26-32) e a seqüéncta i y é necessária para empacotar o RN A virai 
nas partículas virais. 


Genorna do retrovlrus (RN A de fita simples) 


I TratfüCrípluc reversa converte o 
I RNA genómico cm DNÀ de 
duplt fitt 


DNA 


DNA retroviral com 
■ecombíjm^lo defeituo^ 


i Oi grnfi viJTii sin wbítrtuidoi 
I por um gene estranho 


jj DNA rrcombininte t introdim 
I do para a células em eufeura dr 
^ tecido 



CópiM de RNA rio 
vuuí recombinante 
são produzidas nas 
Células que contém 
um vírus auxiliar e 
sio empacotadas 
pira as partículas 


Transcriptasc reversa 
e integrasc 


Genoena da RNA «tnj virai 
com o gene estranho 



Figura 29-23 - Ck>n*g*m em Células de rrurntftrt» com vet&TM 
rctrovira» Jm genoma rptrcwr^ tçxo (aqui stmpfcfiodo) é detrrado 
pòrA conter um gene estranho de interesse e dff«ioná-io para troa célu- 
la hospedeira em cutiura de teodo D véus iuxAar (nAo mostrade? não 
contém a seqúênoa de errparolarneoio v desse modo, □ seu RNA trans- 
crito não pode ser empacotado para as partículas wrats No entanto, de 
possui os genes çwç, pof e env. cujos produtos sáo necessànos para o 
empacotamento do retmwinjs modificado para partículas de vJrus funcio- 
nais, permitindo que o gene estranho situado no genoma do retrovirus 
recombinante seja efkientemenle mlroduzido nas células-alvo. 


Os genes gag t pol e env do gen o ma retroviral. necessários 
para a replicaçâo e montagem das partículas virais, podem ser 
substituídos por DNA estranha Para montar os vírus com a 
informação genética recombinante, o DNA deve ser introduzi- 
do nas células da cultura de tecido que estão infectadas com 
um vírus auxiliar que possui os genes para produzir as partí- 
culas virais, mas não possui a sequência \\ j necessária para o 
empacotamento, Isso permite ao DNA recombinante ser trans- 
crito e o seu RNA ser empacotado nas partículas virais, Essas 
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partículas podem agir como vetores para introduzir este RN A 
nas células-alvo. As enzimas transcriptase reversa e integras? 
virais ( produzidas peio vírus auxiliar) são também empacota- 
das nas partículas virais e introduzidas nas células -a Evo. Assim 
que o gtnoma virai construído estiver dentro de uma célula, 
essas enzimas criam uma cópia de DNA dogenoma RNA virai 
e a integram num cromossomo hospedeiro, O DNA recombi- 
nante integrado torna-se, efrtivamrme. uma parte permanen- 
te do cromossomo e é replicado com o cromossomo a cada d» 
visão celular, A própria célula não sofre alteração pela integra- 
Cão do DNA virai porque o vírus recombinante não possui os 
genes necessários para produzir cópias de RNA a partir do seu 
genoma t empacotá-los em novas partículas virais, Na maioria 
dos casos, o uso dos mrovirus recombirtantc* é o melhor mé- 
todo para introduzir DNA num grande número de células de 
mamíferos. 

Cada tipo de vírus tem diferentes atributos, sendo assim, 
várias classes de vírus animal estio sendo modificadas como 
vetores para transformar células de mamíferos, Nos adenoviru*. 
por exemplo, falta um mecanismo para integrar o DNA no cro- 
mossomo. O DNA recombinante introduzido via um vetor de 
adenovíms é, no entanto, expresso por um curto período de tem- 
po e a seguir destruído. Isso pode ser útil se o objetivo for a ex- 
pressão transitória de um gene. 

A transformação das células animais, por qualquer das téc- 
nicas descritas, é problemática por várias razões. O DNA esl ra- 
nho é geralmente inserido em localizações cromossóniicas que 
variam aleatoriamente. Quando o DNA estranho contiver uma 
sequência homóloga a uma seqüéncia no cromossomo hospe- 
deiro, permitindo orientação para a posição de integrante* níln 
homólogos, ainda excede os orientados de 100 a 100,000 vezes, 
Se esses eventos de integração alterarem genes essenciais, eles 
podem matar a célula. Sítios de integração podem também de- 
terminar o nível de expressão de um gene integrado, pelo tatu de 
genes integrado* não serem igual mente bem transcritos em qual- 
quer lugar do genovna, 

A despeito desses desafios, a transformação de células ani- 
mais tem sido usada esiensivarnejite para estudar a estrutura do 
cromossomo, bem como a função, regulação e expressão dos 
genes nas célula* animais. A introdução com sucesso do DNA 
recombinante numa célula animal pode ser ilustrada por um 
experimento que permanentemente alterou uma característica 
física hereditária facilmente observável 

A rmcromjcçio de DNA. no núcleo de ovos de camundon- 
gos fertilizados, pode produzir transformação eficiente ( integra- 
ção cromossómtca). Quando os ovos injetados são introduzi- 
dos em camundongo fémea e permitindo-se o desenvolvimen- 
to, o novo gene é frcqüen temente expresso em alguns dos 
camundongos recém-nascidos. Aqueles em que a linha germi- 
nativa foi alterada podem ser identificados testando sua descen- 
dência, Por reprodução cuidadosa, uma linhagem de camundon- 
go iransgèiiicos pode ser estabelecida onde todos os camundon- 
gos sejam bomozigotos para o novo gene ou genes. Essa 
tecnologia foi usada para introduzir, em camundongos, o gene 
do hormônio de crescimento humano sob o controle de uni pro- 
motor induzí vél. Quando os camundongos foram alimentados 
com uma diela que incluía o indutor, alguns dos camundongos 
que se desenvolveram a partir de embriões injetados cresceram 
até um tamanho inusitadamente maior {Fig. 29- 24), Camun- 
dongos transgênicoa estão agora sendo produzidos com uma 
grande escala de variações genéticas, incluindo muitas doença* 
relevantes para o homem c seus controles, apontando o cami- 
nho para a terapia gêmea humana ( Adendo 29-2). 



Figure 29-24 - Clonagem em camundongo O gene para o hormônio 
de crescimento humano teu intióduZidD no genoma do tamuidongo à 
direta A expressão do gene resultou em grande aumento do tamanho 
do camundongo 


A tecnologia do DNA recombinante 
produz novas escolhas e produtos 

Os produtos da tecnologia do DNA recombinante variam da* 
proteínas aos organismos construídos. Grandes quantidades de 
proteínas comercialmente úteis podem ser produzidas por essas 
técnicas, Microrganismos podem ser planejados para tarefas es- 
peciais; plantas ou animais podem ser construídos com caracte- 
rísticas que sejam úteis para a agricultura ou a medicina. Alguns 
produtos dessa tecnologia foram aprovados para o consumidor 
ou uso profissional e muitos outros estão em desenvolvimento. 
Durante poucos anos T a engenharia genética foi transformada 
de tecnologia promissora eta uma indústria de muitos bilhões 
de dólares. Muito desse crescimento veio da indústria forma - 
céulica. Algumas das principais dum dos novos produtos es- 
tão listadas na Tabela 29-5. 

À emtropoetina é tipka dos novos produtos. A eriiropoeti- 
na é um hormônio proteico (M, 51 .000) que estimula a produ- 
ção dos eriuédtos. Pessoas com doença renal frequentemente 
possuem uma deficiência dessa proteína, uma condição que leva 
à anemia- A eritropoetinz produzida pela tecnologia do DNA 
recombinante pode ser usada para tratar esses pacientes, redu- 
zindo a necessidade de transfusões sanguíneas repetidos. 

Outras aplicações industriais dessa tecnologia parece que 
continuarão a se desenvolver. As enzimas produzidas pek tec- 
nologia do DNA recombinante já estão sendo usadas para pro- 
duzir delergeníes, açucares c queijos, proteinas construídas es- 
tão sendo usadas como aditivos para suplementar a nutrição, o 
sabor e a fragrância. Microrganismos eviào sendo construídos 
com vias metabólicas alteradas ou m leira mente novas para ex- 
trair óleo e minerais de depósitos no solo, para digerir óleo dc 
vazamentos c detoxíear resíduos perigosos de depósitos de lixo 
e esgotos. Plantas construídas com resistência aumentada à estia- 
gem. geada, pragas e doenças aumentam a safra e reduzem a ne- 
cessidade de produto* químicos usados na agricultura. Animai* 
completos podem serclonados pela retirada de um núcleo intei- 
ro e todo o seu material genético para um ovo preparado no 
qual o seu núcleo foi removido. A grande escala de consequên- 
cias a longo prazo dessa tecnologia para nossa espécie e para o 
ambiente global é impossível de ser prevista, mas certamente oca- 
sionará um melhor entendimento da ecologia e do metabolis- 
mo celular. 



Tabela 29-3 - Produto» do ONA recombinante na medicina 


Categoria tio pmduto 

AntiowgularrtK 

Fatores do sangue 

fatores estimulam?» de coiâma 

Entropaetria 
Fatores de oescimemo 

Hoftnôrw de crescimento humano 

friaAni ht*nana 

Meffcnm 

interieucmas 

Anticorpo* monodonais 


Exemplos/uso* 

O atívador da plasminagémo teódual íTPA) âlwâ à plasmifiâ, uma enzima envolvida na dissolução dos 
coágulos; efetivo no tratamento dá& Vitimas do infarto cardíaco 

O fator VW promove a coagulado e è def mente nos hemofílicos O uso do fator Vii produzido pela tecnologia 
do DNA necombmame etimina os riscos associados às transfusões sanguíneas 

Fatores de çresomento òo sistema imune Que estimulam a produção de leucócito». usados para tratar 
deficiências imunes e lute* contra infecções 

Estmila a produto de entróotos. usada para tratar a anemia em patentes com T doenças rena* 

Esanulam a tfrferenoaçAo e o crescimento de vãnos tipos cefcjlares, usados para promover a ocamzaçáo de 
fendas 

Usado para tratar a b#x* estatura 
usada para tratar o diabetes 

tttirferem com a reprodução virai, lambem usados para tratar alguns tipos de câncer 

Ativam e estimulam diferentes Ciasses de leucócitos; uses possrvers na ocainzação de feridas, nteeção com 

o (-*V, câncer e defioêncus «nunes 

A exttaortiriânâ espeofictiade de ligação e usada para os testes tfcagntaticos lambem usados para o • 
transporte de drogas. Ttnnat ou compostos radwatwos, aos temores na terapia contra o câncer, mudos 


Supeióxido dismutase Piwme a lesão lec -duaJ de espécies reativas de oxigénio quando os tecidos, desprovidos de 0 : por penodos 

curtos durante a crurgra. bruscamente têm o fluxo sanguíneo restaurado 
vacinas Proteínas derivadas das capas wais são tão efetivas na “ imodçto* 1 da resposta imune quanto nos wus 

mortos, tradicionaimeniç usados nas vacinas, mas são murto mais seguras A primeira desenvolvida foi a da 
hepatite B 


Resumo 


O estudo da estrutura c clã função do gene tem sido 
amplamente facilitado peiã tecnologia do DNA re- 
combinante. Ü isolamento de um gene de um cro- 
mossomo grande requer métodos para cortar e unir 
fragmentos de DNA, disponibilidade de vetores de 
DNAs pequenos que possam se replicar autonoma- 
mente e local onde o gene possa ser inserido, méto- 
dos para introduzir o vetor com o síu DNA estra- 
nho numa célula rm que ele possa n: propagar para 
formar clones e métodos para identificar as células 
contendo o DNA de tnlerroe. Avanços nessa tecno- 
logia estão revolucionando muitos aspectos da me- 
diana, agricultura e outra» mduxtnaic. 

O primeiro organismo usado para a clonagem 
do DNA foi a £. aU, Éndnntickasrs de restrição 
bacteriana e DNA ligascs fornecem os Instrumen- 
tos mais importantes para cortar o DNA em sequên- 
cias especificas e unir fragmentos de DNA. Os veto- 
res de clonagem bacteriana induem os pLuimdios, 
bacteriofagos e cromossomo artificial de bactéria 
{ BÁüs — “baclenal artificial chtiMiMHom» 1 ’). Estes 
permitem a cbnagem de fragmentos de DNA de di- 
ferentes tamanhos. Em cada caso, os vetores forne- 
cem uma origem de replicaçào para a propagação 
no hospedeiro bactéria no e um demento genético 
seletivo (como a resistência ao antibiótico) para faci- 
litar a identificação das células que coril enham o ve- 
tor recombinante. O DNA é introduzido nas células 
em vetores virais oti por métodos artificiai* que tor- 
nam □ parede celular permeável. 

Á primeira etapa na clonagem de um gene é fre- 
qüen te mente a construção de uma biblioteca de 
DNA que inclua fragmentos, representando virtuai- 
mente a maioria do genoma de uma dada espécie. 
Um biblioteca de cDNA é Limitada para expressar 
genes pela clonagem de apenas cópias do DNA com- 


plementar de mRNAs Isolados. Um segmento espe- 
cífica de DNA pode ser amplificado e danado usan- 
do a reação em cadeia da polimerase. Clones, que 
contêm um gene especifico numa grande bibliote- 
ca, podem ser detectados pela hihridizaçãu com urna 
sonda radioativa que contenha a sequência nudeo- 
tídÈca complementar. Microarranjos de DNA for- 
necem biblioteca» definidas para a investigação do 
padrão de expressão gémea como um todo. 

Vdores de expressão fornecem as sequências de 
DNA requeridas para a transcrição, tradução e re- 
gulação dos genes rfotudoi. Eles permitem a pro- 
dução de grandes quantidades de proteínas cloru- 
das para a pesquisa e propósitos comerciais. Genes 
cio nados podem também ser alterados por muta- 
génese sitio-dirigida. que é útil nos estudo» da es- 
trutura e função da» proteinas. 

A levedura é, algumas vezes, usada paia a clona- 
gem de DNA cocanótico e possui muitas das mes- 
mos vantagens da fL rofi. Vrltírcs YACs permitem o 
clonagem de DNA com 2 x \(f pares de bases. Clo- 
nagem em plantas e animais estão produzindo uma 
variedade de organismos çom características altera- 
das. Plantas que são resistentes a doenças, insetos, 
herbicidas e estiagem estão sendo produzidos com a 
ajuda de um processo de tronsfrrénda de um gene 
natural promovida pelo plasmidio Ti da bactéria pa- 
rasita Agrvbacttrium tumefaàms. O DNA construído 
pode ser introduzido nas células animais por eletro- 
pomçio, microinjeçlo, lipossomos ou vetores retro vi- 
rais, resultando em animou com novas características 
genéticas herdáveis, A tecnologia estende-se ans hu- 
manos, e a terapia gúniea humana estã agora direcio- 
nada a tratar as doenças genéticas humanas. As Im- 
plicações económicas, sociais e ambientais da tecno- 
logia do DNA recombinante sáo vastas e profundas. 
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L Cfníijfltm Quando sc i uniam dois <m nwis íragmcn- 
írH cfc DNA. um pesquisjckir pode ajustar 4 sequência Ri 
junção cm unu variedade dc caminhos engenhosos ramo 
visto noa scguime* excrridos. 

(*í Desenhe * eamjtura di extremidade dc um frag- 
mento de DNA limai que foi produzido pdz dig«tão de 
restrição pof unu £«?RJ i induz aque lav sequências re - 
inanrscetitcs de uma sequência dt reconhecimento da 

Miy. 

Ihl Desenhe 4 estrutura resufiarne dz reação desta se- 
quência ícrminal com a í>NA poli mera se- I c os qoairo 
desoxiiiuricnsidcQt irifosfaio. 

(cj Desenhe a sequência, produzida na junção resul- 
tante se ^ duas cxlrcm idades com a estrutura derivada 
cm íb.l estiverem lidadas. 

(d) Desenhe a estrutura produzida se a c?íl rutura de- 
rivada em la) fúr tratada com uma rujik-ii.se que degrade 
apenas DNA dc fita simples. 

[e] Desenhe j sequência da junção produzida se uma 
extremidade com a estrutura (b) for ligada z uma extre- 
midade com d estrutura (d). 

íf| Desenhe a estrutura da eilrrrtitdidc de um frag- 
mento de DNA linear que fcri produzido por uma diges- 
tão de restrição pela rVuiJ i como em i a)|. 

($J Desenhe a sequência da junção produxitii te unu 
ciircmwiidr com a estrutura (bí for ligada i um* extre- 
midade com a estrutura [f} w 

ihl Suponha que você pura sintetizar um fragmento 
de DNA duplei curto cerm qualquer sequência que wí 
drseu, Com tal rragmentn sinlrtico e m procedimentos 
desentos em UI até (gi. pbncie um protocolo que remova 
um sitio de restrição da EcuRl dr uma molécula de DNA c 
incorpore um novo sitio dc restrição BtimH! aproximada- 
mente iu mesma localização I Indicação: veja Fig. 29-3 j, 

(ij l>rsenhe quatro fragmentos si míticos tu rios de 
DNA diferentes que permitiriam a ligação da estrutura 
(a) com o fragmento produzido pela digratão dc restri- 
ção com a PíJÜ . I : .m um desses fragmentos sintéticos, de- 
senhe a seqUfncia de forma tal que a punçklo finul conte- 
nha as sequências de reconhecimento para ambos, fcoRI 
e fVL, No segundo e terceiro fragmentos sintéticos, dese- 
nhe d sequência de forma tal que a punção contenha ape- 
nas a seqílència de reconhecimento da Èrailt ou frrt, ms» 
pechs amente. Desenhe a seqúência do quarto fragmento 
de forma que nem a sequência da ffcirftl nem a da fVJ 
apareçam na punção. 

2- Sekçéo ptn » pLuuudiof recombioanln Quando se 
dona um fragmento dc DNA estranho num plaim tdio ê 
ffequemr mente úi il inserir o fragmento num sítio que 
uitnrumpi um. marcador de seleção (coma o demento 
de rrsMtêncci ã tetracxiina do pBR322> A perda da fun- 
ção do gene interrompido pode ser usada para identifi- 
car done» Contendo plasmidios recombmanlri com DNA 
estranho í um um vetar bacterióíago não i necessário 
fazer isso, ainda que se possa distinguir facilmente vela- 
res que incorporam fragmentos grandes de DNA estra- 
nho daqueles que não o fazem. Como são estes vetores 
recamhin antes identificados? 

3. Clonagem do DNA. O vetor de clonagem plasmidio 
p BK. 12 2 ( vejii Fig, 29-5) é clivado com a endonucJejse de 
restrição FríL. Um fragmento de DNA isolado de um ge- 
nomaeucariftlico (também produzido peia clivagem com 
a Fstf) t adicionado ao vetor preparado e ligado. A mis- 
tura doa DNAi Ligados é então usada para transformar a 
bactéria, e a* bactéria* contendo o piasmidío são selecio- 
nadas pifo crescimento na presença da tefir acichrta. 


(a) Além do pbsmidio reccntibiiunie desrpado. que 
ouirm tipos de ptzunidia* poderiam ser encontrados 
entre as boclérias trjjiiformidfc qw são revstentes 4 ie 
trxidiiuf Como dfi ido dúHnpiid»? 

íbí O fragmento de DNA ckmado apresenta um ta- 
manho át 1.000 pb e pOiíui mu dt» de EbaRl situado * 
250 pb de uma da» esremkLodes. Trib plasmidioc rccom 
binante» diferente? íoram divadus com a EroKJ e anab- 
sadoi po>r efeiroforeie em gd, mosimndn o padrão abai- 
xo. Quaí deles representa o DNA dnnadof CHwmT que. 
no pBR322, ia vtlins de restrição par* PoJ e fxoR) euão 
olosLado» cerua de 750 ph.O pUsmidin iniriro sem nenhum 
inserto donado possui 4.3ãl pb. Os marcadores de lam*- 
nho na linha A mostra o número de nudcuiidcos. 


l^íliAiRiT 


Tumanho dos 
nucleotldeos 




— — 1-500' 

I oou 

— 750 



4. Expressando um gene clonado. Você isulou um gtnr 
de planta que codifica uma proteína na qual você esta 
interessado. No desenho abaixo, indique □> scqUéncia* ou 
sitios de que você necessita para ter este gene transcrito, 
traduzido t regulado na E. coli. 


Código de parada 



Cene I 


5. Identificando o («se para uma poACUia com UHU W 
qiuéncia de amiooacidús ccriíheod*. Desenhe uma «onda 
de DNA que Lhe permita ideirtifiroT o gene para umi pn>- 
teuru enrit a wpun ir sequência de zmmoácidk» na rrtrr- 
midade amiTiotertttiriil. A usixh desT ter de tH a 20 m»- 
dcoídm de [zfnonhu, ura tamanho que forneça espnri- 
ftddade adequadã houver suficiente homnlugia entre 
a sonda e o gme 

lliN--Abl-Pro-V1rt-Thr-Trp-Tyr-Cys- 

Met-Mp-Trp-1 1 e-.Ala-C 3 y-C I y-Fro- 

Trp-Pht^Arg-Lyá-Asn-Th.r-LyS" 

6. Clonagem em plantax. A estratégia ncíiimida na Figura 
29-19 emprega o Agrobacterium, contendo dois pias mí- 
dias separados, Hugira uma razSo para que as scqtlências 
nas dais pldsmMios nãa sejam combinadas num plasmt- 
dia único. 

7. Clonagem nos mamíferos. Os vçtpre* retroviraú des- 
critas na Figura 29-21 tornaram possível integrar elicieu- 
te mente o DNA estranho num genoma ^e mamltefo. 
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ExpHque como csks vetores, que rtío tém genes para a 
replicaçâo c empacotamento virais <gdg, pai env). &Aa 
montados em partículas viriij, Sugira como í importan- 
te que cwes vetores não tenham os genw de repticaçao e 
empacotamento, 

a. Montando um Cote d u^TKiitiu) paí i uma doença ge* 
ottka. A doença de Hur^npon (HDl d uma desordem 
nemovsgeisüva bcrdivd. «rtclcmadj pelo gradual e if- 
rrvcrsfvd dcwquildífiq d» fWlÇÕe» psicológtcai» moiixai 
c i-agnáiivas. Os untomas ipareicm iipiameme nu niade 
aduka. ma podem tambím atingir qualquer idade. O cur 
soda [iücr^a pndr duntf de ! 5 d 20 mTè£A M bases mókt- 
luIatcs da doença estio craccfldu toem im seu entendi- 
meoiü. A mutação genética aprrienüdi no HD tem údo 
mia em um gmc que codifica mu proteína (H 350.0001 
de fimçãd desconhecida. Mo» mdi«d«w que não deser^ 
volvem a HD, a npão do pene que codifica o amÍDOter^ 
minai da pmtetna tem uma sequência de código CAG 
ipaía a gluLajn tna l , a qual é repelida numi sucesaãn de 6 
a 39 vtzr>. Noi indivtduc» que na íi» aduha apresentam 
a HD, este cudi^i é repetido mais de 70 vraes. O compri- 
mejiiü da repetição dow simples mniicleoíideo indica se 
um indivíduo desenvotirrá a MD í em que idade apraxi- 
madamenic oç pnmeirm «mom*v aparecem 

Dm pequena porçin da vcqutmia codificador a do 
aminoierminal d?» 3J43 do gene para HD í mostrada 
abaixo, A sequência de nucletrtídens do DNA estã mos- 
trada em preto, a sequência de itcmnoáddos da fcise de 
Jeilura aberta em azul c a repeliçAo GAG está sombrea- 
da. Construa um teste baseado em PCK para a HD ser 
realizada. usando uma amostra de wingue, Assuma que o 
iniciador para a PCR deva ter um tamanho de 25 nucleo- 
tídeos, Vbcê pode desejar recorrerão Capitulo 2fi (pág. 772) 
para as convenções na exibição das sequindas gênicas. 


m at< ;< ict jaccctggaaaagcixíctgaaggcotxigagtccctcaagtccttc 

1 M ATI V k L M K A r r S I K S F 

4Aú cccottxxtcagcttxx_tc^gccgc<:gccc. 

52 P PC <J t P Q P P p 

Fonte Thé HuirtrgtonA D««e Cefcboratbe Besearch Group Í199IJ A now» qtn* comarsng # trrj- 

deo:-3e r epwt 17* ctpandad and ta-datde iyi H inuvjtiy i^ d-wase treõmowrnes Ct4 72, 97T-9S3 

9. Uso de PCR para detectar molet ulu de DNA Õniukr 
Um segmento de DNA gmànsuco rtn um prolozoana õ- 
Liado é. a%uroas tnn, (Irktido. A ddeção e utn reação 
geneticameme pTu^mmade r auoeuda. com t fusão ce- 
lukr- Um poquisador propò» que o |>NA c ddeudo num 
evento de recombinaçlo snio^eipeíifica (Fig> 25-36U o 
pruduio da reação da PNA ddcudo lírmiiu füm uní 
DNA circular Co til o mostrido abaixo. Sugira como □ 
pesquisador pode usar # raçlo em cadeú da polimerase 
ÍPCB) para detectar a presença da forma circular no DNA 
deletado num exímio da prolcwüt-rícv 




10, Imprcssla digital da ONA t anliise do RFLP, O DNA 
é extraída das cíiulas sjingdLneas de dois indivíduos difc- 
remes. Em cxpenmentt>!i separados, o DNA de çada indi- 
víduo f clivada com js endonucleases de résrnçâa A, B e 
Cr Um mspa é moí! rada com um segmento dc \ 0.000 
p^res dc bases da cmtmmomo htimartii O indivídua *2 
tem mutação pumiub que eliminam o$ «tios de reco- 
nhecimcmo para e arunçOo &’ e C*. Sonde o gel com. 
um oljgamaclecKkka complementar para a sequínda 
indicada e exponha o gel com um libne de raú» X. Indi- 
que ande *océ operifia vef as bandas snbrt o filme- Aí 
linhas do gel estia marcadas na ãgura que acompanha 


ABC ton ^ BC* B* A C 

'' — 11 II i 


\ I I ^ k L t t I t 

0I2345A7S9 10 

kph 


9 

« 

7 
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5 

4 
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A K C 
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11. Anaiive do RFLP para i«w de patenudade. A imprei- 
sãc digital do DNA e a anãlise du RFLP üo. nrniuv veies, 
usadas para o tesle de palerrudade. A criança berda m 
cromossomi» de ambos, pai e mãe, tal que o DNA de 
cada criança mostra fragmento* de restrição derivados 
do pai e da mãe. No grl, aqui moitrado, quai criança, se 
existe jiguma. pode itr excluída como sendo descenden- 
te biológico do paP Expbque suh razões. A Linha M t a 
amostra origmada da mãe, F origmMla do pai, e Cl,C2e 
O originadas das criançaL 





Página original em branco 
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Apêndice A 


Abreviações Comuns na Literatura da Pesquisa Bioquímica 


A 

angstrom 

DHAP 

diidroxiacetona fosfato 

A 

adenina, adenosína oli adenilato 

DHF 

diidrofolato (também Hi folato) 

A 

absorbância 

DMS 

dimctilsulfato 

Ac 

anticorpo 

DNA 

ácido desnxirribonudéicõ 

ACb 

acetiknlina 

DNAse 

desoxirribonuclea&e 

AGP 

proteína transportadora de acila 

DNP 

2,4-dinilrofenol 

ACTH 

hormônio adrcnocorticutrôfico 

Doí 

dolicol 

Acil-CoA 

derivados atilas da coen^.ima A (também acil-S- 

DOPA 

dildrovifenilalanina 


CoÀ) 

E 

potencial elétrico 

ADH 

álcool desidrogenase 

E.C. 

Comissão de Enzimas (seguida por números que 

adoHcy 

S - adenosil -homocí&teina 


indicam a classificação formal de uma enzima) 

adoMet 

S-adenosilmetionina (também SAM) 

EDTA 

et ilenodiaminotet raccta ro 

Ag 

antígenu 

EF 

fator de elongaçâo 

AIDS 

síndrome da imunodeficiência adquirida 

EGF 

fator de crescimento epitelial 

AKAP 

proteína ancorado ra da PICA 

ELISA 

ensaio imunoadsorvente Ligado a enzima 

Ala 

atanina 

EM 

eJetromicroscopia 


rotação especifica 

£ 

coeficiente de absorção molar 

AMP, ADP, ATP 

5' -mono, di e tn fosfato de adenosi na 

1 

viscosidade 

AQP 

aq impor i na 

J 

faraday 

Arg 

arginina 

f 

coeficienEe friccionai 

ARS 

seqüénria de replkação autônoma 

FA 

ácido graxo 

Asn 

a&paragína 

FAU FADHj 

tlavina adenina dimideotídco c sua forma reduzida 

Àsp 

a&partato 

FBPase-l 

frutose-l^-bifosfatase 

ÀTCase 

aspartato transearbomila.se 

FBPase-2 

frutose- 2,6 -bifnsfatase 

atm 

atmosfera 

Fd 

ferredoxina 

ATPase 

adenosi na trifosfatasc 

FDNB (DNFB) 

] - fluo r- 2 ,4-d i n it ro ben zeno 

B| j 

coenzima E|j, cobalamina 

FFA 

ácido graxo tivre 

E5AC 

cromossomo bactéria no artificial 

FH 

hi pereoles terol em ia fa mi 1 iar 

RMR 

taxa metabólica basal 

fMet 

jV-form i Imet to n ina 

1,3-BPG 

3 h 3-bifo&foglícerato 

FMN, FMNHj 

flavina mononudeotideo e sua forma reduzida 

C 

citosina, citidina ou cihdilato 

F„F| 

ATP sinta se mitocondrial 

CaM 

calmodulina 

FP 

flavuprutcfoa 

eAfvfP, cGMP 

yS A MP- delito, 3\5' GMF-cídtco 

F1P 

frutose- 1 -fosfato 

CDK 

proteína quinase dependente de ciclina 

F6F 

frutose-ó -fosfato 

cDNA 

DNA complemetitar 

Fru 

D-frutose 

cm 

regulador da condutãncia transmembrana da 

AG 

variação de energia livre 


fibrose cística 

AG" 

variação de energia livre padrlo 

c:hk 

cloro dia 

AG* 

ativaçào de energia 

CL 

cardiolipina 

AG|l 

energia de ligação 

CMF h CDF, CTP 

^'-rnpno, di e t ri fosfato de citidina 

AG P 

variação da energia livre da hidrólise do ATP em 

CoA 

coetuima A (também CoASH.) 


condições celulares 

CoQ 

ooenzima Q (ubiquinona, (ambém UQ) 

G 

guanina, guanosina ou guanilato 

CRP 

proteína receptora de cÁMP 

£ 

aceleração devida á gravidade 

Cys 

dsteina 

GABA 

ácido ó-aminobutírico 

D 

diidrouridina 

Gd 

u-galactose 

Ü 

coeficiente de difusão 

GalN 

D-galactosamina 

d 

densidade 

GalNAc 

W- gee t il - 1 i-galiçfosft mi n u 

dADP h dGDP etc. 

descffliadenchsina 5' -d i fosfato, desoxiguanosina $'• 

GAP 

gliceraldcido-3 -fosfato; fator de ativação da proteina G 


difosfato etc. 

GDH 

gluiamato desidrogeimüt: 

d AMR dGMP etc. 

desnxiadenosina 5'-mnnofosfato, desoxtguanosina 

GH 

hormônio de crescimento 


5'-ntnnofosfaio etc. 

GLC 

crornstôgrafia gás-líquida 

dATP, dí iTP etc. 

dcsuxiadennsina 5'-trifnsf.atn, desnxiguanosina 5'- 

Gfo 

n -glicose 


t ri fosfato etc, 

GlcA 

ácido I] -gli cônico 

DFAF 

díeUlammoetil 

ClcN 

D-glicosamina 

DFP (DIFP) 

diisopropi 1 flu o rfosfato 

GkNAc 

A r -aeetiI-l>glicosamina (também NAG) 


GlcUA 

ácido D-glicurônko 

Mct 

Gin 

glutamina 

mRNA 

Glu 

glutamato 

MSH 

Gly 

glicina 

mDNA 

GMF, GDP, GTP 

guanosina 5' -mono, di, trifdsfato 

H 

GlP 

glicose- 1 'fosfato 

Mur 

GPCR 

receptor acoplado à proteína G 

MurMc 

GP1 

derivados glkosíladot do fosfatidilinositol 

NAD\ NADH 

GRK 

quinase receptora acoplada à proteína G 


G6P 

glicose-6 -fosfato 

NADP + * NADPH 

GSH, GSSG 

glutationa c sua íbrma oxidada 

NAG 

AH 

variação de cntalpia 

Hb* Hb0 3 , HbCO 

hemoglobina* oxiemoglobina, carbo monóxido 

NAM 


hemoglobina 

NeuSAc 

HDL 

lipoproteína de alta densidade 

NMN\ NMNH 

Hi folato 

diidrofolato (também DHF) 


folato 

tctraidrófolato (também THF) 

NMR MDP* NTP 

His 

hislidina 

NMR 

HIV 

vírus da imunodeficiência humana 

NO 

HMG-CoA 

JJ- hidroxi - P -met ilgluta ril-Co A 

OAA 

hnRNA 

RKA heterogéneo nuclear 

p 

HPLC 

cromatografia líquida de alta performance 

Pl 

HRE 

elemento da resposta hormonal 

pOz 

Hyp 

hidroxiprolina 

PAB ou PABA 
PAGE 

I 

inosina 

IF 

(ator de iniciação 

pb 

[g 

jrrtunogbbiilina 

PC 

IgG 

imunoglobulina G 

PCR 

lie 

Í5oleucina 

PDE 

IMF, JDP, ITP 

inosina 5 '-mono* di, trifosfato 

PE 

IPj 

inositol 1,4,5- trifosfato 

PEP 

ER 

infravermelho 

PFK 

PG 

15 

seqíiência de inserção 

2PCA 

3 

bule 

3PGA 

JAK 

quinase Janus 

P H 

Phe 

K 

constante de dissociação 

K. 

constante de dissociação ácida 

pl 

Pi 

K* 

constante de equilíbrio 


constante de equilíbrio em condições-padrão 

FJPj 

K] 

constante de inibição 

FK 

Km. 

constante de Michaeles 

pK 

PKA 

K s 

constante de dissociação 

ttBÈ 

número de renovação 

PKC 

kh 

quílobase 

PKG 

kbp 

par de quibbase 

PLC 

a- KG 

a-cetogb taram 

PLP 

lac 

iactosc 

Pol 

X 

CÈimprimentn de nnda 

PPi 

LDH 

Lactato desidrogenase 

PO 

LDL 

lipoproteína de baixa densidade 

pRb 

Leu 

leu tina 

Pro 

LH 

hormônio lutei nizante 

PRPP 

Lk 

número de ligação 

PS 

ln 

logaritmo na base e 

Aty 

bg 

Logaritmo na base 1Q 

PGFA 

LT 

kucotrieno 

Rb 

LTR 

repetição terminal longa 

RC 

Lys 

lúma 

RE 

Mi 

massa molecular relativa 

RER 

Man 

D-manose 

RF 

MAPK 

proteína quinai c associada à mitose 

KFLF 

Mb* MbOj 

mioglobína* oximinglobína 



mctiomna 
RN A mensageiro 

hormônio estimulante dos melanódtos 
DNA mhocondrial 
mobilidade eletroforética 
ácido murâmico 

ácido JV-ioetüiíHirimied (também NAM) 
adenina nicotinamida dinucleotfdeo e sua forma 
reduzida 

adenina nicotinamida dinucleotideo fosfato c sua 
forma reduzida 

iV-acctilglicosamina (também GlcNAc) 
ácido N-acetilmLirâmico (também MurNAc) 
ácido N-acettlneuraminico (ácido siálico) 
nicotinamida mononudeotídeo e sua forma 
reduzida 

nudeosideo mono, di* trifosfato 

ressonância nuclear magnética 

óxido nitrico 

oxaloacetato 

pressão 

ortofesfato inorgânica 
pressão parcial do oxigénio 
p-aminobenzoato 

eletroforese cm gel de poliacrilamida 
par de base 

pl&stncianina; fosfatidilcnJina 
reação de polimerase da cadeia 
fosfodiesterase de nudeotideo cfdico 
fosfar idileta nolamina 
fosfoenolpiruvato 
fasfafrutoqu ina se 
prostaglandina 

2- fosfogIiccrato 

3- fosfogliccratO 
log I/[H 4 J 
fenilalanina 
ponto isoelétrico 
fosfatidilinosirol 

fosfatidi I inosi tol 4*5 -bifbsfato 
p rolei li a qiiinj.se* piruvato quinase 
bg UK 

proteína quina se dependente de cAMP 

proteína quinasc dependente de Ca i 7calmodulina 

proteína quinase dependente de cGMP 

fosfolipasc C 

ptridoxal- 5 - fosfato 

polimerase (DNA ou RN A) 

pirofosfato inorgânico 

plastoquinona 

proteína do retinoblaütoma 

prol ina 

5-fnsfnrribosi]- 1 -pirofosfatn 
fosfatidilserina 

potencial elétrico transmembrana 
ácido gr axo poli in Saturado 

gene dn retinoblastoma* um gene supressor de tumor 

centro de fotorreaçio 

retículo cndoplasmático 

retículo endoplasroáficu rugoso 

fator de llberaçáo* forma replicaüva 

polimorfismo do tamanho dos fragmentos de 

restrição 


RGS 

re^uladcir da proteína de sinalização G, uma 

TMP„ TDP, TTP 

timidina 5'fHflnoç di. irifosfato 


proteína 

TMV 

vinis do mosaico do tabaco 

KJA 

rtdioiimmornsaio 

TPJ 

trioíf fosfato jiomtraur 

Rih 

oríboae 

TFP 

i lamina pinsfoiíalo 

RNA 

ãeida rihonudíico 

tRNA 

RN A dc transferência 

RNase 

ribociudouc 

Trp 

triplo fano 

fRMA 

RNA ribrasAeníco 

TK 

Iromboiano 

RSV 

vinis do sarcoma de Rouv 

1>f 

timuna 

RTK 

Irceplor da lirmin? quinas* 

U 

uracüa, andina ou undilalo 

AS 

variação de cntnrpia 

VCP 

proteína dewofdadora da membrana interna 

SAM 

5~ufcix»dmetioiiina i, também ado Meti 


mrtocondnal 

SDS 

lódto áodeàl sulfato 

UDP-G*I 

andina difòslato (jalactsisf i também UDF- 

SER 

rrtkulo fndopÜMTBtkü l»o 


fdadnie) 

Ser 

«trina 

UDT-Gk 

undim difotfatu glicose ! também UDP-ghcosej 

SNAR£ 

proteína receptora associada ao sinaptosMmj 

UMP, L’1>P, UTP 

uridina S-moelo* di. UifosÍJtQ 

miRNA 

RN A nuclear pequeno 

UQ 

cccTizama Q 4 ubiquirtutu. lambem GoQl 

SRP 

parlkuLi de recwiheciniçnió do sinal 

uv 

uhnfvioleu 

STAT 

iransdutfo de sinal e aitvaçio da iraiumçk» 

v m 

pocencud elétrico iranimrrnbnna 

STP 

padrfle* de temperatura e pressão 

V 

velocidade miitma 

T 

timifu, timidina ou timidililo 

Vg 

velocidade inicia] 

T 

temperatura absoluta 

Vil 

valLna 

THF 

íeiraidrafotato (ttmbém H* folatot 

vu> L 

lipoproteLna de densidade muito batia 

Thr 

Ireontfi* 

YAC 

cromossomo artificial de levedura 

TtC 

cromutogritu de camada fina 

Z 

carga liquida 
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Apêndice B 


Soluções Resumidas dos Problemas 


Capítulo 2 

1. (a) Diâmetro da célula ampliada = 5ü0mm, 

(b) 2,7 10 ]i moléculas de actina. 

(c) 3,7 * IO" 1 mitocòndrias. 

(d) 3,9! x ]0 1í1 moléculas de glicose. 

(é) 30 moléculas de glicose por molécula de bexoqiiina&e. 

2. (a) 1,1 x 10- |2 g = l.lpe tb> 3% [C] 4,8%. 

3. (a) \ t 6mm; BOÜ vezes mais longa do que a célula; o DNA precisa 
estar fortemente espiralado. 

(b) 3.900 proteínas. 

4. (a> A velocidade metabólica é limitada pela difusão, que é limitada 
pela superfície da área. 

(b) 1,2 x lCfím' 1 para a bactéria; 4 x l0 4 m 1 para a ameba; a razão 
entre a superfície e o volume é 3Ü0 vezes maior na bactéria. 

5. (a) 7-900 (b) 3,1 x L0" J W (c) 2,7 x ltrW (d) 765% (e) Mitocôn- 
drias, doroplastos, lamelas da guelra de peixe, pêlos das raizes de 
plantas. 

6. (a) 2 x líTs (cerca de 23 dias) (b) Rápido, u transporte direto 
permite a movimentação unidirccionaE das moléculas, a célula de 
tamanho maior, a Localização de funções celulares cm regiões 
discretas e a regulação do movimento molecular, 

(c) Enzimas proteolífícas ou oxidativas liberadas das orga nelas 
osmotica mente lisadas {lisossomos, peroxissomos) induziriam a 
quebra das moléculas celulares que se tentava Isolar. 


Capitulo 3 

1. As moléculas de vitamina das duas fontes são Idênticas, o corpo não 
consegue distinguir a fonte; apenas impurezas associada* podem 
variar com, a fonte. 

2 . 

(a) H H (b) 


H H 

[ I 

HjN—C— C— OH 

k k 

A mi no Hidroxila 


H— íj) — - OH 
H — — OH Hidroxilas 
H — (j) — OH 
H 


\=íl — COOH 


(d) 


GQQH Carboxila 


Amino H ; N — Ç — H 


F3— C— OH Hidroxila 

Íhj 

Me tila 


Ce) 



Cf) 


Y 


H — C — 'NHj Amino 


Hidroxila HO — C . — H 


Amida 

Hidroxila 
Metila CH,— íjl^CH* Mctiia 

CH^OH Hidroxila 


H — C — OH Hidroxilas 

I 

CH, OH 



Os dois cnantiòmeros possuem interações diferentes com um 
“receptor 5 " biológico (uma proteina). 

4. Apenas um dos enantiómeros da droga estava Fisfologícameute 
ativo. A desedrina comiste de um enantiómero ónico, a benzedrina 
consiste de uma mistura rccêmica. 

5. (a) 3 moléculas de ácido fosfórico; a-ft-ribose, guanina (b) Colina; 
ácido fosfórico; gliceml; ácido uléico; ácido palmitico (c) Tinosina; 2 
glkinas; feniialanina; metionina. 

ó, (a) CU 2 0\ C,H fl Oj 
(b) 



4 5 6 


HO H „ 

i i Z 

H— C— C— C 

k k ^ 


H ? ? H 

h 1 T c n 

H H 11 


0 


H QH 

I I , 

H OH H 


h— C — C — t 


rr 


H ? T 

H— C— t — C — H 


H O OH 

I lí I 

H — tjb— C — C—H 
H OH 


10 11 12 

(c) X contém um centro quiral; elimina todos, exceto o 6 e o B. 

(d) X contém um grupo funcional ácido; elimina B; a estrutura 6 é 
consciente com todos os dados. 

(e) Estrutura ó; não podemos distinguir entre os dois possíveis 
enantiómeros, 

7. (a) Apenas os aminoácidos possuem grupos amino; a separação 
poderia .ser baseada na carga uu na afinidade de ligação desses 
grupos. Os ácidos grajtns são menos solúveis cm água do que os 
aminoácidos, e os dois tipos de moléculas também diferem em 
tamanho e forma — qualquer uma dessas propriedades diferentes 
poderia ser a base da se par aç to (h) A glicose é uma molécula 
menor do que um nucleolideo; a separação poderia basear-se no 
tamanho. A base nitmgenada e/üu o grupo fosfato também 
favorecem os itucleotídeos cum características (solubilidade, cargíi) 
que poderiam ser usadas para a separação da glicose. 

8. (a) Ê improvável que o silício pudesse servir como um elemento 
centra] organizador da vida, especial mente em uma atmosfera que 
contém oxigênio como a da 'Jérta. Cadeias longas de átomo de si lido 
não são facilmente .sintetizadas; as niacromoléeulas politnérieas 
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necessárias para' a* fimçóe* mal* coraptauí nio seriam formadas 
facilmente, O o&igÚniú rompe ligaçóc» enlrc o* itomos de silício, e 
a* JigaçOe» uxjgMn-silitio »áo extremamentí cstivríi e difíceis de se 
quebrar» prevenindo a quebra e * fcJluru de Jigaçúcs, qur sla 
esfléndàlii par* u processo vital. 


Capitulo 4 

]. 3J2mL 

2. pH U, 

3. 1 ,7 * Hr"inol. 

4- <«) 4POmM W, IflmM K . 59flinM t3 , IffniM Câ ÍÉ » 50mM Mg 3 *; a 
agua do rnar ctinléfu I I 20 mo*ttml/L fb) At célula l t OflUHll 
235mosrní)l/I.. (cj Juitt I iwuvrJmentt V*' c Ct I difundem w 
airavéi Jn teu gradiente Jc cwiccnl rição para dentre» da» cdulu: a 
água sc movimenta j favor do seu gradiente de concentração. pau 
fora da célula. A* célidU» tornam-ve gjrawcfoente dcudutada» (d) 
15* i(e> 5Jlg 

5. (a) pH «J6 a I0j6 tf» 4# |e) IQmL ld) pH ^ pK, - 2. 

6. (a)OJ.M HQ fb) OJM KiOH tcl QJM N*OH, 

7. (d) Bicarbonato, uma bane Fraca, mula a — OH em — O * tornando 
o comporto msi* polar e maia lolútcl em Égua 

A. Esiómago; i forma neutra da t*pirma prerenle em pH menor i 
menos pciUí c p*mj tfiaW* da membrana maia facilmente. 

9. XaH.PtVH^a MOg; Nl ; HPO*. IJÍg. 

10l f a] Ü pH da sangue e cóniMadu pdo uKrttu do tampão difrodo 
de carborh>’bíLj.f bofiato. 

CO, * H-O = H' + HC<K 

Durante a bipmtnri^dd. |COjÍ iiunroti nos pulrnòc» e no sangue 
arterial, diTecicrtiindo a equilíbrio par* i drfnta. rirvando [H‘J e 
idimcn Líifiilu □ pH. 

<h J Durante a kipr^rnttUçA^, |CO r ] aumenta it» puhnâei e tso 
tangue arterial. rrdueioíks ÍH*j e aumentando o pH acima do vaJor 
naritul de 7.4. 

(< ) O lacram e um ãçida rnodffaJjmcme forre. compkTaznentr 
disaoeiido em condiçOe» fUiaídfiCãt norrnaw e. portanto diminuin- 
do ú pH dn un|uc e do tecido rouacuk* A hipemnalação irtrenr 
tu mrts hidrogénio, círvando o pH do sangue e tecido», antecipando 
a devação do acido. 


Capitulo S 

1. 1; determina a configuração absoluta no catbono oro compara 
com o glkeraldeido l» e l_ 

1 (a) 1 ib) II íc) IV (d) II íe) IV <0 ti e IV |gl lll th) III I» V (j> 1» 
tk) V (I) lt (m) m (lll V (o) I, Itl r v. 

i, ít} pl > pK, do grupo u-carbmtla c pf < pA* do grupo u-amim». 
dessa toma, ambos o» grupo* cutÉi» carregados [kmézadüal 
íb) E em 2.19 k h>". O pt da ala nina à 6jDI . [3a Tabela 5- 1 e da 
equa^ju de Hcndenon-Ha».sd;bach» [ra.nAO grupos carbimilas e 1/ 

4.hM) grupos amiriLí evtilo carregados. A fração «las moléculas de 
alanina com grupos nio- carregados í o produto dessas fraçúes. 

4» i*Mt) 




CjIOOH 

H 3 — GH — NHí 


HN"\ 


COO - 
■CHj — CM — Kfb- 


“T- 

H 


ÇOO- 

I * B jr iW ú h is 
I 7 — 04 i— C H— N Hj 

3 

COO 

^'Vch^h-nh, 


pH 

E-st rutura Gargn líquida 

Migrado parai 

1 

1 

+2 

Cã todo ( 41 

4 

2 

+1 

Cátodo M 

a 

3 

0 

Não migra 

12 

4 

-1 

Àtwdtti (-) 

5, (*> Asp (b3 Met (cl íilu (d) Ciig U) Ser, 

6. (ml 1 fb) 4. 
íc) 


COO 

COO 

coo 

COO 

- i 

, i 

í * 

i 1 

H— C— NH, 
CH^Ç-H 

H,N*-C— H 

| 

HA— t: — H 
CH i" — hI -»H 

CH, 

| 

H— Ç— NH, 

h-Í-k;h, 

1 

ÇH, 

íít 

b 

CH, 

04. 

CH i 

OHi 


7. (al Estrutura «n pH 7: 


H*N — ÇH 


CH« 


O 
-C— N 


H CH> H NHk 


P K; - 9.69 


pK f - 2 M 


(bl A intenção ektrastátka, entre m laiocu carboxrlato e os grupo» 
amino protocadm do rwinerioa aknitu afrta ÊtrarauriiTmHf a 
wjíuiàçàu dú grupo carbcu^a. Essa interação tktrotãáika favuráeel 
dimimn a medida que o oampnmcnto da poli-Ali aumenta, 
rouhajvdo em aumeerto na piT,. 

(cl A noização do grupo amino profanado dcftrdi a» inter^de» 
eleiTO» titicas àsoriveis. Com o aumento di JiiUncu entre íh 
grupos Ljaregadov a remoção da pnáfan do grupa amino na poli ■ 
Ak * mau fidl c ponauto o p K 2 e menor. 

8. 75 020. 

9. UI 32.100 (b) 2. 

10. U| em pH X +2; cm pli X ft em pH I l.-l <b) pl = 7 JE 

1 1. pl * h grupos czrthniLln do Asp e Glu. 

S Z. Lvs. Hjs, .\rg. grupos fosfato carregado» negai ivjrneme na micra» in 
enlre o DMA com o* ^upo» laterau carrcgadoi po»mvamenle na» 
htdnruc 


13. UI (Ülula, (bí t Lrt-Aiaj, k) (Asn-Ser-HisK fdl I Asn-Sef-Hni 
L4. UI A atividade espcuifíca depois da etapa I é de 200 umdadevtngi 
na eijp* 2, de 600 tuiidadeVmg; na etapa X de 250 unidades/mg: na 
etapa 4. de 4.fMXÍ nu idades/mg; na etapa 5. de 15.000 unkladdJmg; 
nj etapa 6, de 15.000 unidades/mg (b> A etapa 4 |<) A riapa 3 
fdlSim. A atividade especifica não aumenta na elapa t* r eletrulurrsc 
em gel de poliacrikmida na presença de Sr>S, 

15. Tyr-Citr-Gly— Ph*-leu 


OrfT* 

vi 

T 

Pro 

\ 

PKc 


F“he 

Pro 

l 

Vai 

Oin 


As selas correspondem á urientaçân Jli> ligações peplldica» — C0 
NH — . 

17. flft%,97%. 

1B. (a) A proteína a ser isolada (citrato sintase, CSl è uim fru^n 

relativamente pequena da proteína celular total» Temperatura* frius 
reduzem a degradação de proteínas, a sacarose 1'orntce um 
ambiente isotòníco que preserva a integridade da» organeJa* 
durante a homogeneização, (b) Essa etapa separa a» organelã» tom 
base no seu tamanho relativo. íc) A primeira adição do julflto de 
amónio remove as proieinas não deseiadu do homogniejjuido. O 
sulfato de amónio adicionai precipita CS. (d) ftim rfisuipendrr 


(soJubilizar) CS, o sulfato dc amõniu deve ser removido em 
condições de pH e força iõnicn que mantém u conformações 
nativo». (<) As molécula» de CS áflo maiores áo que t> tamanho do 
poro do gel crortiatográficr!, A» proteína* sá o detectadas cm 2S0nm 
por causa da absorção dos resíduos de TV r * ncssc comprimento 
de onda. íf> CS possui uma carga positiva e. portanto, ligp-K á 
carga negativa dá coluna trocadora de cátiun. Depor* que as 
proteínas carregadas positivamente ou com «rgH neutras passam 
pela coluna, CS É deslocada da coluna usando a uriuçáo de Lavagem 
de pH maior, que altera a carga da CS, (g) Proteínas diferentes 
podem ter o mesmo pE. O gd de SOS confirma que apçiw uma 
única proteína foi purificada O SDS í difkil dc «r removido 
compEciamcntc de um# proteína, c w*a preaença distorce as 
propriedades ãrido-básc da proteína» jttctumrio o pl. 

Capitulo & 

1. ta) Ligações menores *án nun forin e pouiuern orna ordem de 
ligação maior Isán múltiplas em vr de únicá). A ligação C — N t 
rma forte do que uma ligação simpte* e t intermediária entre o 
caráter de uiru ligação dupla e utm «impte^ tbl A rnu^jo sobre a 
ligação peprldicj é diikil em temperaturas fiiinlõgica* por ousa do 
seu roiáler de dupla ligação. 

2. fa| M prmdpd .1 unidades estruturais nos potipeprídeua da fibra da 
U alo voltas iucaiivii de o-hdkcs, que tèo espaçadas em uitervak» 
de 5.4À M olhando com vapor e roiicando a fibra « produz uma 
cadeia poUpepüdicj estendida com a conformação p, em que a 
dntln lü entre o* grupos ft adia ccnte* t cerca de 7JCÜL A medida 
que u polipeptídco rmurne uma estrutura a helxr. * fibra 
encolhe, i.bt A li processada se encolhe quando «á cadeias polipepti- 
dicas são awivenjdu de unu cmfarmaçèa d estendida para a de 
a-héhce nativa, na presença de calor úmido. As ftrfhu fi pregueadas 
da seda com mu pequenas cadeias ktctró quase empacotadas tio 
mais estiveis do que a 1L 

3. Cerca de 45 ligações pcpttdxa» por segunda 

4. Era pHs adma dc h» os grupos cirboutican du potii CIuj tomanihsc 
despro tonado*. a rrpuJslo mire u cargas negam*# dos grupos 
carbonJicos induzem ao dnenmlimetúD. Símdhintemenic, em 
pHs abaixo de 9» o* grupos atonto das poh( ly%\ lonum-ic profona- 
ãos a repulsão coItt esses grupo* carregados pmitivamcnie 
também induz ao dcsemolammio 

5. (a) As ligações dismlMo >ão ligações covalctii», que *io muito 
nus* fortes do que as mtcraçõe* ikão-cováfente* que cnaMiroin a 
nuioni das proteina*. Fias cuMurom as cadeias proteica*, aumen- 
tando ma ngidcz. força mcciúka e dureza, |b> Resíduo* de eistin* 
f ligações dmulfrtol previnem o desenrolametuo completo da 
proteína. 

õ, ia) As curvaturas são mais prováveu nos resklsm* 7 e 19; Oi mkduu* 
de Pro n* configuração «I acomodam bem at vulu» <bl O» 
resíduos Cn na* pnaiçõo 15 e 24 formam ligações diuuJfeio. fc) 
Superfície eaierna: reiiduot carregados e polam í A*p. Qn* Lyi); 
interior: resíduo* alifálicos c não- polares í Al*. lie): Thr, embora 
polar, poscui um índice de hidropitfa próximo de zero e. poriamo, 
pode ser encontrada tanta na «upcrfScic extern* como no interior 
d* proteína, 

7- 50 resíduo* de aminoíciJos, BÚRfc. 

R. A enzima bacieríana lunu colagenase) pnde deslruir u iccido 
conjuntivo, barreira do hospedeiro, permiiindõ à baíttfria invadir os 
tecido* do hospedeiro. As baacrUu não contíni tolíigeno. 

9. íaj Calculando o número dc moles de DNP-vtlini formados por 
mol de proteína, obtím-sc o número dc aininotcrrninai* e, 
portanto, o número de Cddfllii polipeptldicM, (bl A. (c) Cadeias 
diferentes correriam como banda# distinta# em gel dc pdiiçrilãmb 
da -SDS. 

10. ía} O fator de íranitcriçãu NT-ií-H. (b) Vo té obterá resultado# 
semelhantes, mtw com ILsins adicionai* ile pnitein** relacionada», 

Ic) A pmifiiiíi posxuL duas subu ti idade», uma forma pró (cadeia A) 
c li ms fotjna p5Q (cadeia B), que interagem para formar o (leterodí- 
mero (estrutura quaternária), (d) O fator de tranxcriçáo NF-k-B é 
um hclcrodímero que se liga a ueqtiéncíai dc l>NA, aumentando j 
transcrição de genes prúximofl. Um doses gene» i a cadefa k leve da 
imunoglobtilina. da qual ela recebeu seu nome, 


Capítulo 7 

1, À proteína B possuí uma afinidade maior para o li game X: ela 
estará meia- saturada cm uma concentração multo menor do que d 
proteína A. A proteína A possui um AT* dc 1 0*m" 1 . A protelnd B 
possui um JQ de 

2. Todos os trés possuem Uh < LO, Uma cooperatividade negativa 
aparente na ligação do ligante pode >er cauMcla pela preitcnça de 
dois ou mais irpos dc sítkn de ligação do Ugante, onm tllfa i f entes 
afinidades para o ligante, na mesma «u-cm dífercmc* protein», na 
mesma solução. A coopcrativicfadc negativi aparente É t*mbem 
comumcnte obsemuí* nas propa rações ifc pmtcin j# diferentes. KJ 
poucos casos bem documentados dc touperattv idade negatrva 
verdadeiro. 

5. Efeito sobre z afinidade da imcighrbma para o #> ; , (*) nenhum: íb) 
nenhum- td nenhum. Efeito sobre a afinidade da hemoglobina 
paro o 0> (a) dtminuii Ç b] auinenla; (c| diminui 

4. O comportamento cooperai :vo da tiemoglobina surge da* mui? 
çòn da* subunidadev 

5. (a) A observação de que a hemoglobina A { HbAc itiatema l esta 
apenas 33% saluroda quando a pOj e de 9hP*. enquanlo a hetnu 
giobina F i HbF: fetal 1 otá 5®% saturada sob a* m™nas condições 
fuioks^ca*, indica que a afinidade do O; paro a HbF t maior do que 
a da HbA. 

(b) A maior afinidade da HbF garonte que o oiigítiio fluira na 
placenta do sangue materno paro o do feto. Ç) sangue fetal akinça 
saturação compfeta quando a afinidade do O; para a HbA fnr 
baixa. 

fe) A observação de que a curro dc mcra-roturoçio da HbA sofce 
um deslocjjncntD maior com a ligação do BPT. do que a HbF 
sugere que a HbA Ltgj BPG mab fbrtemente do quf * HbF- A 
ltpção diferertcúl do BPG is duas hemogJobmas pode determinai a 
diferença nas suas afinidade* para o 0> 

õ, (a) Hb hfetnphü» (b] Hbíc Hb Mdewrirc, Hb Pmvidetiçe, tafeei Hb 
GiPiwu (c) Hb Providencc. 

7. (a) 1^5 * 1<r*ro fb) 5 - te) 73 * ltr*m (d) 2 * «Tm. 
Qbscne que um reimnjo dt Equação 7-fl dá j L J ~ ®áV l I - Hi 

A Páiece que o epttopo r a ot rui ura que se esconde quando a actui* 

G se poUmeciza para formar a actiru K 

9. Muito* patõgeiio*. incluindo o HIV. deseroTitmam mecirnsmo* 
pdros quais podem alterar tfpelJtrvamcnle a* proteínas de suprrfiròr 
ás quais os componentes do sistema imune micialfntfttr *c ligam 
Dessa forma, o organismo hospedeiro regularmente meara iw™ 
amigenos e requer um certo tempo para montar uma resposta 
■mime a cada um. À medida que o sistema imune responde a unta 
variante, novas variantes são criadas 

1€„ A ligação áo ATP * miosiiu desencadeia * dissociação da mioúna 
do fragmento fino da acima. Na ausência de ATF. a acima t a 
miosini se ligam fortemente uma á nutra. 



12. (a) A cadeia L c a cadeia leve e a cadeia H é a cadeia j>c#,iJn do 
fragmento Fab dessa tnnlécula do anticorpo, A cadria Via 
li sozi ma. 

tb) A estrutura [3 c predomiminle na# rqpões consianiç c variável 
do fragmento. 

(c) O fragmento da cadeia pesada do Fab, 2lrt resíduos de amj nut- 
ridos; o fragmento da cadeia leve, 214 resíduo*: liiozima. 129 
resíduo*. Menos de (E>% da molécula de liso/iniii está em conluio 
com o fragmento Fab. 

(d) Na cadeia H h os resíduos t|ue parecem estar cm co ululo com ,i 

H sozi ma incluem Gl^ 3 , IVr’ J , Arg MV , Asp e Vy r ml . Nu cadeia l„ o* 

resíduo# que parecem, e*tar em contato com a Ninzitna Eneluem 
Tyr' ] ,Tyr 4 ‘ 9 , T^r^ e Trp 91 . Na liaozimu, o* reulduna A#n :, F Glf 1J , 
Tyr\ Ser 14 , Lys 1] *i Gly 117 , Thr" H , Asp 11 ’, Gin 1 * 1 e Arg 1 '" parecem 
estar situado; na interface antigeno- anticorpo. Nem UhIux o* 
resíduos não adiacentes na estfLiturj primária. O enrolamento da 
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cadeia polipeptídica em níveis superiores da estrutura traz juntos os 
resíduos não-consecutivos para formar o sítio de ligação do 
antígeno. 

Capitulo & 

1- A atividade da enzima que converte amido cm açúcar é destruída 
por desnaturação pelo calor. 

2. 2,4 x ltr*M. 

3. 9,5 x 10“ anos. 

4. O complexo enzima -substrato é mais estável do que a enzima 
sozinha. 

5- (a> I &&A (b) O enovelamento tridimensional da enzima traz esses 
resíduos de aminoácídos em Intima proximidade, 

6, A velocidade da reação pode ser medida seguindo o decréscimo na 
absorção do NADH (em 34nnm) à medida que a reação prossegue. 
Determine o valor de K mh usando as concentrações de substrato 
bem acima do meça a velocidade inicia! (velocidade do 
desaparecimento do NADH com o tempo, medida e&peetrofotome- 
triçainente) em várias concentrações conhecidas de enzima e faça 
um gráfico das velocidades iniciais em função das concenl rações 
crescentes da enzima. O gráfico deve ser linear, com uma inclinação 
que forneça uma medida da concentração de LDH. 

7. (a) 1,7 x 10 -M (b> 0,33; 0,67; 0,91. 

a. « HOj^M/min; K m * l * 

9, (a) Vfl, 4x = 31,53mM, K ^ = G,598mM (b) Inibição competitiva. 

lü, K m = 2 h 2mM; V mU — G,5lpmi>l/min. 

1 1. Curva A. 

12. fcc,, = 2,0 x 10'min 

13. As premissas básicas da equação de Michaelis-Menten ainda valem. 
A reação está em equilíbrio dinâmico e a velocidade é determinada 
por; 

Vb = k 2 [ES] 

As equações necessárias para resolver para [ES] sãü: 

(Ed - [E] + [ES] + [El] 

[EI] = [E][l| 

& 

O termo [E] pode ser obtido rearra rijando a Equaçáo fi-19. O 
restante segue o padráo estabelecido pela deduçào da equação de 
Michaelis-Menten apresentada no texto. 

Capitulo 9 

1. Sim; a fórmula empírica é CH 2 O h típica de um carboidrato. 

2. Com a redução do oxigênio da carbonila a um grupo hidroxila, a 
química no C-l e no C-3 é a mesma; a molécula do glicerol não é 
quiral. 

3. A formação da osazorta destrói a configuração ao redor do G-2 da 
aldose; dessa forma, a aldose diferi mio apenas na configuração do 
C-2 apresenta o mesmo derivado com o mesmo ponto de fusão, 

4. (a) 




(h) Uma solução fresca de ot-D-galactcse, ou de fJ-rj-galactose, sofre 
mutarrotação para um equilíbrio com a mistura das formas a e fi- 
te) 28% da forma a, 72% para a forma |3- 

5. A Ir li tose cicliza tanto para a estrutura da piranose quanto da 
furanose. O aumento da temperatura desloca o equilíbrio na 
direção da furanose, a forma menos doce. 

6. A velocidade da mutarrotação íinterconveTsão dos anõmeros a e J5) 
t suficicntcmcnte ai ta para que, à medida que a enzima consome a 
3-D-^licotse, mais a-P-giico^e é convertida na forma [J, e finaimente 


roda a glicose é oxidada. A glicose oxidase é específica para a glicose 
e não detecta outros açucares redutores (como a galactose) que 
reagem com o reagente de Fehling. 

7. (a) Mede a mudança na rotação óptica com o tempo. 

íb) A rotação óptica da mistura é negativa (invertida) em relação 
ãqucla da solução da sacarose, 
fc) 0,63. 

8. Prepare uma pasta de sacarose e água, adicione uma pequena 
quantidade de invertaíei cubra imcdiaiamcntc com chocolate. 

9. A sacarose nâo possui carbono anomérieo para sofrer 
mutarrotaçlo. 

10. A celulose nativa consiste de unidades de glicose unidas por ligações 
glicosídicas f pi— >4), que forçam a cadeia do polimero a uma 
conformação estendida (veja Eig. 9-17). Séries paralelas dessas 
cadeias estendidas formam pontes de hidrogénio intermoleculares, 
agregando-se em longas e rígidas fibras. O glicogénio consiste de 
unidades de glicose unidas por ligações glicosídicas (ctl-44), que 
induzem torsões na cadeia e impedem a formação de longas fibras. 
Além disso, o glicogénio é altamente ramificado e, pelo fato de 
muitos de seus grupos hidroxila serem expostos â água, ele é 
altamente hidratado e se dispersa na água. 

A celulose é o material estrutural nas plantas, consistente com a 
sua agregação 11 lado a lado” em fibras insolúveis. Q glicogénio é um 
depósito de combustível nos animais. Altamente hidratados, os 
grânulos de glicogénio com suas muitas extremidades nào- 
redutoras são rapidamente hidrolisados pela glicogénio fosforilase 
para liberar a glicose- 1 -fosfato, 

U. 7.700 resíduos/s. 

12 , 11 *. 

13. As cargas negativas nos cntidroilin sulfatos repdem-sc umas às 
outras e forçam a molécula a conformação estendida, A molécula 
polar atrai muitas moléculas de água, aumentando o volume 
molecular. 

14. Os resíduos de amLnnáçidos carregados positivamerLte se Siga tiam 
aos grupos carregados altamente negativos na heparina. De foto, os 
residuos Lys da antitrcjmbina I1T interagem com a heparina. 

15. Oligossacarídeos; suas subun idades podem combinar-se de formas 
mais diversas do que as subun idades de amtnoácidos nos olrgopep- 
tídeos. Cada grupo hidroxila pode participar de ligações gliçosídi- 
cas, e a configuração de cada ligação glicosídica pode ser La ruo a 
quanto pk O polímero pode ser linear ou ramificado. 

16. (a) Residuos nos pontos de ramificação produzem 2,3-di-Ü- 
mctil glicose, os residuos não- ramificados produzem 2,3,6-lri-O- 
mctilglicose. (b) 3,75%. 

17. Cadeias de resíduos de U-glicosc unidos por ligação (l— *6), com 
ramificações ocasionais (1—^3), com cerca de um ramo para cada 20 
residuos. 

Capitulo 10 

!. G,35mg/inl. 

2. N-3 e N-7. 

3. (a) ( 5' )GCGC A ATATTTTG AG A A ATATTCCGC( 3 ' ) ; ela contém um 
paiíndromo. As cadeias individuais podem formar estruturas 
grampo, as duas cadeias podem formar uma cruz. 

4. 0,ütX>94g. 

5. (a) 40 u (b) n ú . 

6. A hélice de RN A está na conformação A, a héiice de DMA está 
gerai mente na conformação B. 

7. No DMA eucariótiuo, cerca de 5% de residuos C são metil&dos. 5- 
Metilcitosina pode espontaneamente desaminar para formar 
timina; o par G~T resultante é um dos despareamentos mais 
comuns nas células eucariúticas. 

8. O empilhamento de base nos ácidos nudéicos tende a reduzir a 
absorção da luz ultravioleta. A desnaturação envolve a perda do 
empilhamento de base, e a absorção UV aumenta. 

9. Um DNA contém 32% A, 32% T, 18% G e 18% C; o outro, 1 7% A, 

1 7% T, 33% G e 33% C. Isso assume que ambos são fitas duplas. G 
PNA com 33% G c 33% C mais provavelmente veio de uma 
bactéria icrmófila; sen conteúdo G^C torna-o mais estável ao 
Calor, 
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Solubilidades: fosfato > desoxirribose > guanina, Os grupos fosfato 
altamente polares e as porções açúcares estio do lado de fora da 
dupla hélice, expostos à água; as bases hidrofòbicas estio no interior 
da hélice. 

12. (5 1 )P — GCGCC AUUG ( 3 H ) — OH 
(5') P— GCGCC AUU{ y ) — O H 
( 5 ' ) P— GCGCC AUt 3 r 1 — OH 

( 5 ! )F — GCGCC A{ y > — n H 
( y ) P — GCG CC( 3 ' .) — OH 
( 5 r 1 p — tjCCT^Í 3 r ) — F I 
í;5 r ) P — GCG (3 J ) — OH 
1 5 r ) P— GCÍ 5-)— OH 
e os nudeosídeos 5 r -fosfatos. 

13. (a) A água é um participante na maioria das reações biológicas, 
ioduiodo aquelas que induzem as mutações. O baixo conteúdo de 
água no endosporo reduz a atividade da mutação, induzindo 
enzimas t diminuindo a velocidade das reações de depur inação 
não-enzimátícas, que sáo reações de hidrólise. 

(b) A Luz UV induz a formação de dlmenos pirimidicos do ciclobu- 
Lano. Fdo faio de B. nubtiHs ser um organismo do solo, os esporos 
podem ser lançados ao topo do solo ou no ar, onde podem ser 
Submetidos à exposição prolongada de UV. 

14. (a} Q esqueleto de DNA pode ser identificado usando o dispositivo 
Backbone no Chime. As bases individuais sáo denominadas no 
fundo da moldura, ao clicar sobre as bases no modo boi a -e -bastão. 
A base na extremidade !V é a adenina. Essa é uma hélice orientada 
pela mão direita. 

(b) Essa é uma hélice orientada pela mão esquerda. 

{c) Veja o Guia de Estudos ou o site Principies of Biochemistry da 
Web para dicas adicionais sobre como observar estruturas cm 
estéreo. 

Capítulo 11 

1. O termo lipídio não especifica uma estrutura química particular. Os 
compostos são classificados como lipídios baseados na sua maior 
solubilidade cm solventes orgânicos do qnc na água. 

2- (□} O número das ligações duplas ás. Cada ligação dupla cts induz uma 
curvatura, na cadeia hitlmcarbunuda, diminuindo o ponte» de fusão, 
(b) Seis diferentes triadlgliceròis podem ser construídos. Os. pontos 
de fusão OOO < OOP - OPO < FPO = POP < PPR nnde O = 
òléicQ e P = ácido pal mítico. Quanto maior for o conteúdo de 
ácidos graxos saturados, maior é o pooto de fusão. 
ic) Os ácidos graxos de cadeia ramificada aumentam a fluidez da 
membrana porque eles diminuem o empacotamento dos lipídios de 
membrana. 


3. Lecitina, um composto antipático, é um agente emulsiíkanle, que 
facilita a soLubílização da manteiga. 

4. Urritíndes hidrofòbicas (a) 2 ácidos graxos; (b), (c) e (d) I ácido graxo 
e uma cadeia hidrocarbonada de esfingosina; (e) o esqueleto 
hidrocarbonado. Unidades hidrofílkas-. (a) fosfoetanolamina; (b) 
fòsfocolina; (c) ü-galactose; (d) várias moléculas de açúcar; fe) 
grupo álcool (OH). 

5. Os triadlgticeróis das gorduras animais são hidrolisados pela NaOH 
(saponificação) para formar sabões, que são muito mais solúveis em 
água do que os triacilgliccróis. 

6- (a) O grupo OH livre no C-2 c o grupo cabeça Ibsforilcoima nu C-3 
são hidrofílicost o ácido graxó nn C-l da lisdecitina é hidrofóbico. 

(b) Certos esieróidcs, como ã predolsona, inibem a ação da 
fosfolipase A 2 , inibindLi a liberação do ácido araqüidonico rio C-2, 

Q ácido araquidónicc» t convertido em uma variedade de eicosanói- 
de.H, alguns dos quais induzem a inflamação e a dor. 

(c) A fosfoiipase Ailihera o ácido araquidónico, um precursor de 
outros eicosanóides com fuoçfles protetoras vitais no organismo; ele 
também quebra oh glicerofnsfolipídios da dieta. 

7. O diacilglicerol é hidrofòbico e permanece na membrana lipidica. Q 
inositol 1,4,5-trifosfato é altamente polar, multo solúvel na água e 
mais facilmente di fusível no citosol. Ambos sáo mensageiros 
secundários. 

E. Às vitaminas hidrossolúveis são mais facilmente excretadas na urina 
e não são efetivamente armazenadas. Ás vitaminas hpossolúveis 
possuem solubilidade muito baixa na água e sáo armazenadas nos 
lipídios do organismo. 

9, {a) Gliccrol c sais de sódio dos ácidos pai mítico c esteárico. 

(b) U-glicerol 3-fbsforilcolina c sais dc sódio dos ácidos palmítico e 
oléico. 

10, Solubilidades ern água: monoacilgliceml > diacilglicerol > Iriacilgli- 
cerol, 

tt. Do primeiro para o último eluídti: paJmitato de cole&teroJ e 
triacil gliccrol; colesterol e ii-letradecaool; fosfatidilcolina. e 
fosfaUdiletanolamina; esfingomielina; fosfatidilseriná e pal mi Lato, 

12, (a) Submeta os hidrolisados ácidos de cada composto à cm mato - 
grafia (GLC ou gel de sílica TLQ e compare o resultado com 
padrões conhecidos. Hidrolisado de esfmgomietina: esfingosina, 
ácidos graxos, fosíòcolina, colina e fosfato; hidrolisado cerebrosídeo: 
esfingosina, ácidos graxos, açúcares, mas oão fosfato. 

(b) Hidrólise alcalina forte da esfingomfeliila produz esfingosina; 
fosfatidilcolina produz glicerol. Detecte os componentes bidrolisa- 
dos nos cmmatogramas de camada fma, comparando com padrões 
ou pela reação diferencial com 2,4- 1)NP {apenas a esfingosina reage 
para formar um produto colorido). Tratamento com fosfoiipase A, 
ou Ai libera ácidos graxos livres da fosfatidilcolina, mas nào da 
esfingomieiina, 

13. Fosfatidiletanolamlna e fosfatidilserina. 

Capítulo 12 

1. A partir da quantidade conhecida de lipídios usada, seu peso 
molecular e a área ocupada por uma monocamada (determinada 
como mostrado), a área por molécula pode ser calculada, 

2. Os dados apoiam uma Incarnada de lipídios nos éritrócitos dc cão. 

A área da superfície dc -8 * 10* das células do cão é dc ou 

1 9üpnr> e a área total dc uma bicam ada de lipídio dc uma célula é 
de 98 pm'-, No caso dos eritròcitos de carnciru c do homem, os 
dados sugerem uma monocamada, não uma bicamada. Dc fato, há 
erro experimental signili cante nesses experimentos iniciais; medidas 
mais recentes e mais acuradas apóiam a bicamada cm todos os 
casos. 

3. ó3 moléculas de SDS por miçela. 

4. (a) Os lipídios que formam as bicamadas são moléculas antipáticas: 
cias contém uma unidade hidrofóbka e uma hidrofílica. Rara 
minimizar a área hídnofÒbica, que è exposta â superfície da água, 
esses lipídios formam lençóis bidimensionais com as unidades 
hidrofílicas expostas ã água e as unidades hidrofòbicas escondidas 
no interior do lençol. Além disso, para evitar a exposição á água, as 
margens hidrofòbicas do lençol das bicamadas dc lipídios fecham-se 
sobre sí mesmas. Scmclhpntcmcntc, se o lençoi for perfurado, o 
buraco se selará pelo fato dc a membrana ser semitluida. 
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Sb) Rwse* Icnv^ifi formam as superfícies dc membrana fachada» que 
envolvem as célu lai t cu compartimcnios dentro da* célula* 
targanduil. 

5. 2J mm. N* forma de cadeia rela, iodas ü ligações formam ângulos 
de UN 1 '. A dixiiKÚ entre n priinrim e a Itrcfifo uibonüi é cerca 
de OJfcom: drsta forma, cada grupo — OD — contribui com 

0.1 3nm para o tompnmcnin da cadeia. Para o palmiulo i IftcÚI» <* 
ttKikpnmcfiio é de J* * ii.iH.lpm - Zd um. Doü palmiuio» 
cofoc«Jm freme a frenle tomim 4,2nm. apiuaimadamentc a 
largura ác uma buatrud* trpka. 

6. l F nu diminuição Pelei Calo de a fusão célula-ccluli requerer a 
mavrmrnlãçáo de hpidios indiriduai* rus btamadav. 0 processo 
ocorrera rmitta mui ripi do a 37*<1 quando o* liptdÚM nUu m Cise 
"'fluida', do que a 1UV, quando eíci estão tu f**c "v&di" O tHifflP 
vjie pan a mnlura daa proteínas de membrana. 

7. 35t!/moL ncgljgçn t un do m rrêims do potencial efcftmo trinv 
membrana: «.feOmol 

8. Ilkj/mol. 

9. A maior pane do mijxiiKi consumida por um tecida e para a 
fasfofiUç-fo o*k].)livj, ffMtic da maior parte do ATP. Kirlanto. cerca 
de dob lerço* Jo ATP sitaci irado pelo rün são usadas para 
hoiiibcar K‘ e Na 1 . 

10. Não, o uv transportador pode transportar mais Ju que um 
equivalente de Na' para cada molécula dc glicose [ransptirudx 

JJr A eJttrafoD «ttirm índice uma lueaJtraçito periférica, e inácrasLh ilida - 
de a profeuc nas células intacta* indica unia localização interna.. X 
se parece com uma proteína de membrana periférica, 

12. As interciçflcji entre us lipídios de membrana são rtiO-COVilcntes e 
reversível* c clu* se formam espontaneamente. 

13. A temperatura nos tecidos das es trem idades do corpo, cu mo as 
pulas, é geral mente menor do que aquela dos tecido* prdxinma do 
centro do corpo. Se o lipídio for mantido fluido nessas temperai u- 
rãs mennrei, como requerido para o modelo do mosaico fluido, ele 
deve conter unta proporção maior de ácido* graxos insaturado»; 
áridos graxo» ín saturados diminuem o pomo de fusão das misturai 
dc lipldló*. 

14. O custo ciiefgetvnT dc se mmúmentar o grupo cabeça ahjntcnk 
polar, a» w/o carregado, alravés do inlerior htdrofúbico da 
bicam ada t pfutbiiivo. 

15. km pH 7, o iriptulano ptnsui uma carga positiva c uma ocgaiivj. 
mu o irulol não é carregado. A movimentação do indnl. menos 
polar, através do nudeo hidrofõbico da bicantada c crKTgctKjmco 
fé mau fjminH. 

IA 22 * 10* regttndoa. 

17. Trile tmu ititpmuki óe célula* com WEM Rão-marcado rta 

presença de ruew» de lactose, remova j lactose r. €Mfte* idkiptie 
SEM mdMtrwQ, L‘*e SDS-PACií: pau determinar * Aí, da banda 
radioativa lo transportador L 

lã. Coriftnia um diagrama de hidropatia: regido |tidreifob*C4* de 20 ou 
mai» rrsklum sugerem segmentos iTansmcmbraoa. Determine *í a 
proteína rw** entrècitui intactos reage com um reagente especifico 
para aininas primária* impermeivri á membrana, re reagir. a 
transportador é do (tpo L 

19. O transportador da leucicia è especifica para 0 nAmeru U nus o 
sitio de Eigaçãi^ pode acomodar tanto a I -Icucin* nu é i -vjlina. A 
teduçiü du na ausência de Xa* indica que a íenrirta í ou 
vatinat ê transportada pelo eo’ transportador junumente cum o 
Na'. 

2U. Vv*t redurida, X, nÀo afetado. 

21. -1%; estimado pelo eilculo da área da superfície da célula e d.is 
lÜ.ÜUH moléculu tranaportadfls (usando ss dlmenifte* du hemoglo- 
bina (pág. 210) como um modelo dc prowina globular), 

22, (a) fl Aumento dc uma a- hélice {Capitulo 6) pot resíduo é cetcã dc 
l,SA = fJ.ISnm. Para atravessar uma hieamada de üpldio de 4nm. 
um* a ‘hélice deve conter ccr» dc 27 residuos-, dessa forma, para 
üirAvciur ide vezes, certa de 1 90 resídum sàti requeridos, Uma 
pnq pina dc M, *4.001) possui cerca de 5B0 resíduos. 

(b> Uu‘SC um diagrama de hidropatia par* lociltur rcjfoc* 
iranimembiana nt 


(c) Pelo fato de cerca de metade do receptor de adrenalina caosi&tir 
de grupos carregados, é provável que isso represente uma alça 
intracelular que conecte duas regi A» adiacmics da membrana 
atravessadas pela proirtllJ. 

|d> Pfclu iai[] de essa hélice set composta prineipaWn.ie dc nrnduu» 
hidlalóltrim é ptmivel que rtu pnrç ao ãi receplar scil uma das 
regiões da ptutdiU qtir j!t avCssatlT A ntéttlbratU. 

Capitulo 13 

L D albtJlerol deva a (cAMf'|. levando m* rdsumenla e ã dilatação 
dm brônquios. Pilo fato dr o* rcceplom p adrenergiccH controla 
rem muitos outros procramc ou droga pttderu apresenur efrtoi 
colaterais indesetivr», Para rmmmwã^ko*. encontre um agomsta 
especifico para o nibttpo ót receptor fl adrmetpxio encontradc na 
musculatura lisa d» brArvjuinc. 

lr A amplificação rctulia dt ação dc catahsadcves Urrando ciT i fa j dn - 
ora. coroo quando um receptor de imulitld fosforila mui ias 
molécula* dc IRS-I , quando uma molécula de Raf fcdbrila 
muita* roolccuJas de MEk. cada UJOJ tmíonlaodo ç Jtrvando 
muitas mnlécuiis de MAPX. 

JL Todos oi mencionada* em scgutda contribuem para o ter mm o da 
resposla: degradação harmonal, htilrõlise ihs C7TP ligada i proteína 
(k degradação, metabolismo e icqüeslro do mensageiro secundário. 
desitenatbUizaçãa do receptor c remoção tki receptor da superfície 
celular. 

4. Duas célula* que espressam o mesmo receptor dc supcrtkic pt>derr 
tiprescntar diferentes complementa* de proteinas-alvo para a 
foribritação cte ptnueíruii. 

3. la) bie a V m for estabçleeida prinçipulrrwtitc pela permeabilidadt! do 
K', a equação de Nernst prcdin.i um V,,, de -S6mV, e nào o 
observado -95niV: dessa fornia, algiimt mitra Cortduütricia dev r e 
contribuir pára o V^, (b) 0 ion cloreto é provável mente o de temi i- 
nanie da V m - t o £u- predilo é de -95mV, 

b, (i) A V' m da membrana do oricitu om.-í 1* de -ASmV alc -lOrnV, ou 
seja, ela está despolarizada, (b) O efeita do KG depende dc um 
influxo dc Ca í+ a partir do meio «ira celular. 

7* A Jiiperpolat ItãÇáo dát. celülis hutcWío kvi ao fechamento du* 
canais de Ca 2 ' dependentes de vnllagcm na região pré-sinJplica da 
célula liaslonete. O decresinnio tevulume tu pEk >> ). diminui a 
liberação dc um neutof ransmis>cHf mibidor, que suprime a atividade 
do ncuròniu scgumie na circuita tiuul. Quando essa inibição e 
remen-ida em nspfSU a tim estimulo I um movo. o drenilo lctftia-se 
alnro ç t» cetuntt vistiak OO Cfírhín sio eu rlaiiov 

& (a) IVio fato dc a adcnikiçksc ser umi protema ligada ã membrana, 
a centrifugação «dimcnta-a r m uma Iraçio parti culada. (b) A 
adrenalina estimula a pmdiação de cAMP. um stibstralo solirixl que 
estimula a gUcngénio finfonlMC. (c) A lubutãnoa termoestavxl c o 
cAMP; ela pode «r preparada, I ratando ATP com hidrondo de 
bário. 

9. foi Ela aumenta o nível de cAMP- <b) A* obrervaçOei sugeirm que a 
çAAIP regula a permeabilidade do NV <c) Substituem as perdas 
dm fluidús e eletfóliim do organumuL 

10. Ao contrário do vAMP. n ddüilir*) cAMP alwesaa focilmenle a 
membrana celular 

l L G* pennaneçé eii\ Suã torítta ãlivada desde que elu *e ligou 
anákigo não hidmluarel. Dem forma« á tnicç.To do auãlogo 
prolongaria ü efeito ttt adrenalina tu célula inheinda. 

12. Propriedades compartilhadas dc Ftos e ti,: ambas podem se ligar 
Lantu ao GDP como ao GTP; ambas podem «r ativadas pelo GTPt 
ambas podem, quandu ativas, ativar uma eruinu a montante: 
ambas possuem atividade élTPase intrínseca que aji desligam depois 
de um curto período dc ativação. Diferença* entre kas e G 5 : Rjs é 
uma proteína monomérka pequena; G, é heterotriinérica. Diferen- 
ças funcionais: G„ ativa u adcnilcidnw. ü, a inibe. 

13. A vasnpressina alua cJevando á |Gã JI | citasòlica até lír^M. 
ativando a proteína C qulnase, A tnjeqôo de fcDTA bloqueará a ação 
da voiopressina. ma* não afetara a reipoütá ao glucágon, que usa 
cAMP c não Cj'\ conto «u menságrita secundário. 

14. Pessoas com a doença dc Qguchi podem ler um defeito na rodopsi- 
na qumase ou ni arrcstini. 
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15. (a) A mutação torna R incapaz de ligar e inibir a subunidade C; 
dessa forma, C está cor^tantemente ativada, (b) A nuitaçán impede 
a ligação do cAMP a R, deixando C inibida peia ligação ao K. 

tfi. PKA (cAMP); FKG IcGMP); PKC (Ca^, DAG); Ca^/CaM quinase 
(Ca J+ , GaM); quinase dependente de cídina (defina); proteína 
tirnsEna quinase íligante para o receptor como a insulina); MAP 
quinase (Raf); Raf (Rasfi glicogênin fosfcrilasé quinase (PKA). 

] 7. L'ni oncogene codifica uma proteína regulatória, que, quando 
defeituosa, leva ao crescimento celular e à divisão celular não 
regulados. 0 produto normal desse gene desencadeia a divisão 
celu]ar h mas apenas quando o sinal apropriado estiver presente. A 
versão mutante do produto oncogene envia constantemente o sinal 
para dividir estejam ou não presentes os fatores de crescimento. As 
formas mutantes da proteína não conseguem suprimir a divisão 
celular mas, se qualquer um dos dois alelos do gene estiver presente, 
ele codifica uma pmteina normal e a função normal continuará. 

16. Crianças que desenvolvem tumores múltiplos cm ambos Os olhos 
nasceram com todas as células na retina jã possuindo uma cúpia do 
gene i?£> defeituoso. Muito cedo em suas vidas, ã medida que as 
células retinais se dividem, várias células, indcpcndcntemcntc umas 
das outras, sofrem uma segunda mutação que lesa aquela cópia boa 
do gene Rb, produzindo um tumor. À forma de tumor único da 
doença ocorre em crianças que, ao nascimento, possuem duas 
cópias boas do gene Rb em todas as céiulas. Em uma mesma célula, 
duas mutações tornam ambas as cópias do gene defeituosas. É 
muito improvável que isso acontecerá duas vezes na mesma pessoa, 
e essas crianças, portanto, desenvolvem apenas um tumor, e apenas 
em um olho. 

19. Uma mutação em Ras que inativa sua atividade GTPase cria uma 
proteína que, assim que for ativada pela sua ligação com GTP, 
continua a enviar o sinal de dividir por meio de Raf. 

Capítula 14 

1. Considere o embrião da galinha como um sistema: os nutrientes, a 
casca do ovo c o mundo exterior são o ambiente. A transformação 
de uma única célula em uma galinha drasticamente redu* a 
entropia do sistema. Inieialmente as partes do ovo fora dn embrião 
(o ambiente) contém moléculas energéticas complexas (uma 
condição de baixa entropia). Durante a incubação, algumas dessas 
moléculas complexas são convertidas cm grande número de 
moléculas de COi e H^O (alta entropia). Esse aumento na entropia 
do ambiente é maior do que o decréscimo na entropia da galinha (o 
sistema). 

2, (a) -4,75kJ/mo1 (b) 7,6kjymol (c) -L3,7kI/mol, 

5. (a) 26 lm (b)ÓÕ9M (c) 0,29, 

4. fC eíl = 21; AG r * = -7,ók]/mol 

5. -3Q.7kJ/jnoL 

6. (a) -l,7k|/mol (b) -4,4ltF/mol. 

(c) Em uma dada temperatura, o valor de AG r " para qualquer 
reação é fixo c definido para as condições-padrão (tanto para a 
frutose-6- fosfato como para a glicose-6-fosfato cm (M). Ao 
contrário, AG é uma variável que pode ser caJcu latia para qualquer 
conjunto de concentrações de reagentes e produtos. 

7. Menos. A equação geral da hidrólise do ATP pode ser aproximada- 
mente: 

ATP 4 - -I- HjO — * ADP^ + HPOç + hT 

(Isso é apenas uma aproximação porque as espécies ionizadas 
mostradas são as principais, mas não as únicas formas presentes,) 
Sob as condições- padrão (isto é, [ATP| = [ADPJ = |P|| = LM), a 
concentração da água é 5õM e não se altera durante a reação, cm 
uma [FP | maior (pH 5,0) o equilíbrio se deslocará para a esquerda 
e menos energia livre será liberada. 

8. 9,6. 

9. (a) 3£ K 1 0 -i M ; [glifflK-6-fafato] = 8,7 x não. 

(h) I4M; porque a solubilidade máxima da glicose é menos do que 
KM, essa não é uma etapa razoável. 

(c) 843 (AC7 Ü = -L7lcJ/rrml); [glicose] = 1,2 * 10 jT M: sim, 

(d) Não: isso requereria alta | P, | tal, que os sais de fosfato de cátions 
d iva lentes $e precipitariam. 


(e) Transferindo dí retamente o grupo fosfbril do ATP para a glicose, 
o potencial de transferência do grupo fosforil (“tendência" ou 
“pressão") do ATP é utilizado sem gerar altas concentrações de 
intermediários. A parte essencial dessa transferência é, claro, a 
catálise enzimática, 

10. (a) -]2,5kJ/mol (b) -14,6kJ/mol. 

11. (a) 3,1 x IO -1 fb) 69A (c) 7,5 * 10*. 

12. -IÜ,Qkl7mol. 

t3, 46,0k|/mol. 

14. (a) 46 l 0k|/mn] (b) 4ókg; 68% (c) O ATP é sintetizado ã medida do 
necessário, depois é quebrado em ADF e Pj; sua concentração é 
mantida em estado de equilíbrio, 

15. O sistema de ATP está em equilíbrio dinâmico: iATP) permanece 
constante pelo fato de que a velocidade de consumo de ATP igualiza 
a sua velocidade dc síntese. O consumo de ATP envolve a liberação 
do grupo fosforil terminal (y); a síntese do ATP a partir do APP 
envolve a substituição desse grupo fosforil. Em seguida, o fosfato 
terminal sofre rápida renovação. Ao contrário, o fosfato central (|1) 
sofre apenas uma renovação relativa mente baixa. 

16. (a) l,7kr/mul. 

(b) A pirofosfatase inorgânica cal alisa a hidrólise du pirofosfalo e 
direciona a reação global para a síntese do acelil-CoA, 

17. M,2kJ/md, 

18. (a) NADVNADH (b) Piruvato/lactato (c) Formação de Lactato (d) 
-26k|/mot (e)3^9x Lü\ 

L9. (a) 1,1 4V (b) -22Qk)/mol (c) Cerca de 4. 

20. (a) -0J5V (b) -0,32 V (c) -0,29V. 

21. Na ordem da tendência crescente: (a); (d); (b); (c), 

22. (c) e tá). 

Capítula 15 

1. A equação líquida: Glicose 4 2 ATP *■ 

2 gliceraldeido 3 -fosfato 4 2 ADF + 2H T 
ACT 11 = 2>lkJ/ronl 

2. A equação líquida: 

2 Gliceraldeido 3 -fosfato 4 4 A DP 4 ZPj > 

2 lactato 4 2NAL> + 
AG'" = -1 1 3,ók]/mci] 

3. (a) h CH 3 CH 2 OH (b) [3- 14 C] glicose ou [4- 14 C] glicose. 

4. A soja e o trigo contêm amido, um polímero da glicose, que é 
quebrado em glicose pelos microrganismos. A glicose e depois 
quebrada a piruvato pela giicólise. Pelo fato de o processo se realizar 
na ausência de oxigénio (isto é, uma fermentação), o piruvato ê 
reduzido a ácido láctico e etanol pelos microrganismos. Se o 
oxigênio estivesse presente, o piruvato seria oxidado a acetil-CoA e 
depois a CO; e H : 0. Alguns acetil-GoA, entretanto, seriam 
hidmlisados a acido acéticn (vinagre) na presença de oxigênio. 

5. Em C-l. Êsse experimento demonstra a reversibilidade da reação da 
aldolase. O C-l do gliceraldeido' 3 -fosfato é equivalente a C-4 da 
frutose-l,6-bifosfato (veja pjg. 15-4). O gliceraldeldo-3-fosfato 
inicial deve ter sido marcado em C-l. O C-3 da diidroxiacetona 
fosfato torna-se marcado por meio da, reação da triose fosfato 
isomerase, dando origem ã marcação do C-3 na frutoseU,6- 
bifosfato. 

6. Não haveria produção de ATP anaeróbico; a produção de ATP 
aeróbico seria diminuída apenas Levemente. 

7. Não; a lactato desidrogenase c requerida para reciclar o NAL> k a 
partir do NÁPH formado durante a oxidação do gliceraldeido -3- 
fosfato. 

8. A transformação da glicose em lactato ocorre quando as células 
musculares estão com pouco oxigênio e oferece uma maneira de 
gerar ATP cm condições dc deficiência de oxigênio. Pelo fato de o 
lactato ter se transformado em piruvato, a glicose não é perdida: o 
piruvato pode ser oxidado pelas reações aeróbicas quando o 
oxigênio se tornar abundante. Essa flexibilidade metabúlica oferece 
ao organismo uma maior capacidade de se adaptar ao seu ambiente. 

9. Ele rapidamente remove o 1,3-bifosfoglicerato em unia etapa 
favorável subseqüeote, catalisado pela fosfnglicerato quinase. 
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IU. (a) 1,4 x ÍÜ^M (b) A concentração fisiológica (Ü,023mMl é íó.tKlü 
vezes maior do que a concentração do equilíbrio; essa reação não 
alcança o equilíbrio na célula. Moitas reações na célula não estão 
cm equilíbrio. 

13. (a) O 3-fósfoglicerato seria o produto, (b) Na presença de arsenato 
nãu há síntese líquida de ÀTP nas condições anaeróbitas, 

3 2. (a) A estcquiuTflctria da fermentação alcoólica requer 2 moles de P. 
por mol de glicose, 

(b> O etanol é o prudutu reduzido formado durante a rcüxidação 
do NADH em NAD', e o CCh é o produto colateral da conversão do 
pitu va lo em etanol. Sim; o pi ru va to deve ser convertido em etanol, 
para produzir um suprimento contínuo de NAD' para a oxidação 
dn glicer aldeído- 3 -fosfato. A frutose- Uó-bifosfato se acumula; da é 
formada como um intermediário na £)ícó(i.se. 

(c) í.> ar.Hcnalo substitui o Pi na reação da gliccraJdeídu-3- fosfato 
desidrogenase» produzindo um acil arsenato» que se hídrolisa 
espontaneamente. isso previne a formação do ATP» mas o 3- 
fosfoglicerato continua através da via, 

13. A niadna da diera é usada para sintetizar NAD 4 . As oxidações 
realizadas pelo NAD r são parte do processo cíclico, com o NAD 1 
como ujíi transportador de elétrons (agente redutor). Por causa 
desse cicio, uma molécula pode oxidar muitos mil bares de molécu- 
las de glicose, e dessa forma o requerimento dietético para esse 
precursor de vitamina (niaeina) é relativa mente pequeno. 

14. O grupo fosfato da glicose-ó- fosfato é completamente ionizado em 
pH 7, dando à molécula uma carga negativa liquida. Pelo fato de as 
membranas serem geral mente impermeáveis às moléculas carrega- 
das eletricamente, a glicose-fi- fosfato não consegue passar da 
corrente sangüínea para as células e» portanto, náo enlra na via 
gJicoHtiea nem gera ATP, (Kssa é a razão pela qual a glicose, assim 
que fosforilftda, não escapa da célula.) 

15. A equação líquida: (Ulcero! + 2NAD 1 + ADP 4 P, * 

piruvato 4 2NADH +- ATP 4 2H h 

ló. (a) í>»t>29 (hl 307 (c) Não. Q valor do quociente da ação das massas 
é muito menor do que a JC*,» indicando que a reação da PFK-I está 
longe do equilíbrio nas células; essa reação é mais lenta do que as 
reações subsequentes na gliçólise. O lluxu através da via glicolitica é 
determinado pela atividade da PFK-I, 

3 7. Na ausência de Oj» as necessidades de ATP são salisfeiíàs pelo 
metabolismo auaeróbico cia glicose (fermentação a lactato). Pelo 
fato de a oxidação aeróhica da glicose produzir muito mais ATP do 
que a fermentação, menos glicose será necessária para produzir a 
mesma quanl idade de ATP, 

19. (a) Há dois sítios de ligação para o ATP; um sítio catai ílico c um sítio 
regulãtário, A ligação do ATP ao sítio alusléricu inibe a PFK-I, quer 
reduzindo ou aumentando o K„, para o ATP no sítio catalítico, 

(b) O fluxo jjlicoiítico £ reduzido quando o ATP £ suficiente. 

(c) O gráfico indica que a adição dc ADP suprime a inibição do 
ATP, Pelo fato de a quantidade dos nucleotídeos dc adenina ser 
bastante constante» o consumo de ATP leva a um aumento nus 
níveis dc ADP- Os dados indicam que a atividade da PFK-1 pode ser 
regulada pelo quociente fATP]/[ADP|, 

19. (a) Ndí fflilsciíipí» o gliçogêniu é quebrado para suprir a energia (ATP) 
pur meio da glioólise. A glicogéniu fosíorilase catalisa a conversão do 
glicogêoio armazenado em glicose- 1 -fosfato» que é convetiido em 
glicose-fi-fosfain» um intermediário da glicólise. Durante a atividade 
extenuante, o músculo esquelético requer grandes quantidades de 
giicose-fi- fosfato. No ./ígudcJ, a quebra do glicogônio é usada p»ra 
manter um nível de equilíbrio da glicose sangítinea entre as refeições 
(a glieose-ó-fosfato i convertida em gli crise livre). 

(b) Em um músculo que trabalha ativamente, os requerimentos de 
fluxo de ATP são muito altos c a glicose- 1 -fosfato precisa ser 
produzida rapidarneme» requerendo uma alta. 

2D. (a) |P,| t [glkoseM -fosfato] *3,5/1, 

(b) 0 valor desse quociente na célula (>L0ü:l) indica que a [glicose- 
1 -fosfato] está muito abaixo do valor de equilíbrio. A velocidade de 
remoção da gJicose-l -fosfato (por meio da entrada na glkólise) é 
maior do que a velocidade da produção (pela reação da glicogênlo 
fosforllase). Isso indica que o fluxo metabólico vai do gjicogénio 
para a glicose- 1 -fosfato, e que a reação da glicogêoio fbsforilase £ 
provavelmente a etapa regulatória na quebra do glkogêmo. 


21. (a) Aumenta (b) Diminui (c) Aumenta. 

22. Caso A: (f), (3); Cosa B: (c), (3); Caso O. (d); ( 1 ). 

23- Na deficiência da gaSactoquinasc» a galactosc se acumula; na 
deficiência da galactosc- 1 -fosfato uridiltransferase, a galactose-1 
fosfato sc acumula. A última é mais tóxica. 

Capítulo 16 

1. (a) 

(D CiíníHj írmase; 

Acctil-CoA 4 oxaloacetato 4 H ; Õ ->■ citrato 4 Co A 4 H 4 
(2) Actíníftwe: Citrato -+ isocitralo 
© fsocitrstw d&tdrogmzt. 

Isociírato 4 NAD' — v ot-oetoglutarato t- CO ? 4 NADH 

(4) a ^Cetogíuta títío desidrogenase: 

a-Cetoglutarato 4 NAD" 4 CoA -> succinil-CoA 4 CO; 4 NADH 

(5) 3’iícríníi-GaA sintettue: 

Sucçmil-CoA 4 Pj 4 GDP "+ succinato 4 GTP 4 CoA 
® Sumnato desidrogenase-. 

Succinato + FAD — > fúmarato + FAIA 
(Z) Pumarase: Fúmarato 4 H ; 0 -*■ malato 
® Matuto desidrogertase; 

Mála to + NAD' -Mixaloacctato ■ NADH 4 H" 

(b) , (c) Etapa (T) CoA, condensação; ( 2 ) nenhum» isumerização» 
djNAD*, descarboxilação oxidaliva; @NAI>', CoA e tiamina 
pirofosfato, descarbüxilação oxid ativa; (^) CoA» fosfor ilação; 

© EA D, oxidaçào; (í) nenhum» hidratação; © NAD", oxidação 
(J) Acctil-CoA t 3NAD- + FAD + GDP 4 P, 4 2H^O ^ 

2CO] 4 3NADH 4 FADH» 4 GTP 4 2H’ 4 CoA 

2. (a) Oxidação; metanol -> formaldeido 4 [H — H] 
íb) Oxidação; formaldeído -+ formato + [H — H[ 

(c) Redução; CO ; 4 [H — H] -t formato 4 H + 

(d) Redução; gliceratn + [H— H] -+ gliceraldeídci 4 OH' 

(e) Oxidação; glicercú -4 diidroxiacetona 4 |H — H] 

(f) Oxidação; 2H 2 Ü 4 tolueno -+ benzoato 4 3|H — H] 4 H' 

(g) Oxidação; succijtato fúmarato 4 |H — H| 

(h) Oxidação; piruvato 4 H ; 0 -t acetato 4 |H — H| COi 

3. A partir das fórmulas estruturais, vemos que o quociente entre 0 
carbono ligado ao H do ãcido hexanóico f 1 1/63 é maior do que o 
da glicose (7/6). O ácido hexanóico é mais reduzido e produz mais 
energia depois da combustão completa até CO : e HjO. 

4. (a) Oxidado; etanol 4 NAD 4 — v acetaldeído 4 NADH + H' 

(b) Reduzido: 1 ,3-bifosfoglicerato + NADH -+ H" -> 

glíceraldeído-3 -fosfato 4 NAD 4 4 HPOi' 

(c) Não carregado; piruvato ( H’ 4 acetaldeído 4 CÜj 

(d) Oxidado; piruvato 4 NAD' -4 acetato 4 NADH 4 H" 4 CO» 

(d Reduzido; oxaloacctato * NADH 4 H" — * mala to 4 NAD' 

(f) Não carregado; acctoacetato + H 4 — > acetona 4 CO» 

5. (a) O consumo de oxigênio é uma medida da atividade das duas 
primeiras eUpus da respiração celular: glicálist c ciclo do ãcido 
cítrico. A adição do oxaloacetaíu ou do malato estimula 0 ciclo do 
ácido çítriçc] e» portanto» estimula a respiração, (b) O oxaloacctato 
ou malato adicionado desempenha um papel catalítico, pelo fato dc 
ele ser regenerado na última parte do ciclo do ácido cítrico. 

6. (a) 5,6 x IO”* (b) 3,1 x ]flr H iV1 (c) 29 moléculas. 

7. O grupo fosforíl terminal no GTE pode ser transferido ao ADP em 
uma reação que é catalisada pela nudeosideo d i fosfato quinase l 1 
possui um li constante de equiUbrio de 1: 

CTP 4 ADP ^ GDP 4 ATP 

8. (a) “OOC — CH; — CHj — COO” (succinato). |b) O malonato é um 
inibidor competitivo da succinato desidrogenase. (c) Um bloqueio 
no ciclo do ácido cítrico pára a formação do NADH» que pára a 
transferência de elétrons» que pára a respiração, (d) Um grande 
excesso de succinato (substrato) supera a inibição competitiva. 

9. (a) Adicione [ U C j glicose uni for rn emente marcada c registre a 
liberação de u COi. (b) Igualmente distribuído nos C-2 c C-3 do 
oxaloacctato; um número inliniiu. 

10. (a) C-l (b) C-3 (c) C-3 (d) Grupo metil (e) Igualmente distribuído 
nos grupos — CH^ — (f) C-4 (g) Igualmente distribuído em C-2 e 
C-3. 


H. A tiamina é requerida para a síntese da tiamina pirofosfàro (TTP), 
um rupí h prostético nos complexos enzimáticos da piruvato 
desidrogenase c ü-cctoglutarato desidrogenase. A deficiência dc 
tiamina reduz. a atividade desses complexos enzimáticos e fürçam o 
acúmulo observado dos precursores. 

12. Não. Para cada dois carbonos que entram conto acetato, dois 
deixam o cidn como C0 2 ; dessa forma não há sEntese líquida de 
oxaloaeetato. A síntese líquida do oxaloaeetato ocorre pela 
carboxilaçáo do piruvato, uma reação anapierótica. 

13. (a) Inibição da aconitase. (b) O fluorclfráto; compete com o citrato; 
por um grande excesso de citrato, (c) Citrato c fUiorcitrato sáo 
inibidores da PFK-1. (d) Todos os processos catabólicos necessários 
para a produção do ATP são interrompidos. 

14. Na glicólise* 

Glicose 4 2P, 4 2ADP 4 2NAD" 

2 piruvato 4 2ATP + 2NADH 4 2H f 4 2H 2 0 
Depois* a piruvato carboxilase catalisa a reação 
2 Piruvato 4 2 CO; 4 2 ATP 4 2H 3 0 

2 oxaloaeetato 4 ZADP 4 2P, 4 4H 1 

No ciclo do ácido cítrico, depois a malatn desidrogenase catalisa a 
reação 

2 ovaloacctatu t 2NADH 4 2hT -4 2 Gmalato 4 2NAP 1 

que recicla as coenzimas da nicotinamída sobre condições anaeró- 

bicas. 

A reação global é 

Glicose 4 2 CO; -4 2 l.- ma la Lo 4 4FT 

A reação global produz 4H + * que aumenta a acidez c, portanto, a 
aspereza do vinho. 

15. A reação líquida: 2 Piruvato 4 ATP + 2NAD + 4 HjO 

cr-cetoglutarato 4 CO* 4 ADP-4 Pj 4 2NADH + 3H* 

16. (a) Diminui (b) Aumenta (c) Diminui. 

L7. (a) Ü citraco é produzido por meio da ação da citrato sintase sobre 
o oxaloaeetato e acetil-CoA. A citrato sintase pode ser usada para a 
síntese liquida do citrato quando fl} houver um influxo contínuo 
de oxaloaeetato e acetil-CoA novos e (2) quando a síntese do 
Lsocitrato for restrita, como ocorre cm meio com baixo teor de Fe J \ 
A aconitase requer Fe' 1 '; dessa iórma, um meio deficiente em Fe" 
restringe a síntese da aconitase. 

(b) Sacarose * FhO —> glicose 4 ffutose 
Glicose 4 2P, 4 2ADP ■+ 2NAP 1 4 -> 

2 piruvato 4 2 ATP * 2NADH 4 2H + 4 2H;Q 
Frutnse 4 2P, 4 2APP 4 2NAD + 4 -* 

2 piruvato + 2ATP +■ 2NADH 4 2H 1 4 2H z O 
2 Piruvato 4 2NAD 4 - ZCoASH -+ 2 acetil-SCoA 4 2NADH t 2CQ; 
2 Piruvato - 2CQ 2 4 2 ATP + 2N;0 -> 

2 oxaloaeetato 4 2ADP 4 2Pj 4 4H" 
2 Aceííl-SCoA f 2 oxaloaeetato 4 2HjG — ► 2 citrato 4 ZCóASH 4 2H " 
A reaçáo global é 

Sacarose 4 4 ZPj 4 2ADP 4 ÓNAD ' -> 

2 citrato 4 2ATP 4 óNAPH + 1QH* 

(c) Observe que a reação global consome NA!>'. Pelo feto dc a 
quantidade celular dessa coenzima oxidada ser limitada* ela deve scr 
reciclada pela cadeia de transferência de elétrons com consumo dc 
Oxigênio. Consequentemente, a conversão global de sacarose até 
ácido cítrico c um processo aeróbico e requer oxigênio molecular. 

18. O sueeinil-CoA 6 um intermediário do ciclo do ácido eítrioo; seu 
acúmulo indica a redução do fiuxo ao longo do ciclo, requerendo a 
entrada reduzida dc acetil-CoA no ciclo. Á citrato sintase, ao 
regular a via oxidativa primária da célula, regula o suprimento do 
NADH e* portanto* o fluxo de elétrons do NADH até o oxigénio. 
iy. O catabolismo dos ácidos granou aumenta [ aectil-CoA |, que 

estimula a piruvato carboxilase. O aumento resultante na [oxaloa- 
cetatoj estíjnula o consumo do acetil-CoA no ciclo do ácido cítrico, 
e (citrato] se eleva, inibindo a glicólise no nível da PFK-1. Além 
disso* o aumento na [acetil-CoA] inibe o complexo da piruvato 
desidrogenase* diminuindo a utilização do piruvato a partir da 
glicólise. 


20. O oxigênio é rteceisário para reciclar o NAD + a partir do NADH 
produzido pelas reações oxidatívas do ciclo do ácido cítrico. A 
reoxídaçáo do NADH ocorre durante a fosforilaçáo oxidativa 
mitocondrial. 

21. Repoitstr. [ATP| alta; [AMP| baixa; [ acetil-CoA] e [citrato] interme- 
diárias. 

CurreRtío: [ATP] intermediária; |AMPJ alta; [acetil-CoA] e |cjtratu| 
baixas. O fluxn de glicose por meio da glicólise aumenta durante a 
corrida anaeróbiea porque; ( 1} a inibtçgo do ATP na glkogênio 
fosforilase e na PFK-1 é parcial mente aliviada, (2) O AMP estimula 
ambas as enzimas* e {3) as baixas [citrato] c [acetil-CoA] aliviam 
seus efeitos inibitórios sobre a PPK-i e a piruvato quinase, respecti- 
vamente. 

22. O pássaro migrante depende da altamente eficiente oxidação 
aeróbicx dc gorduras, ao contrário do metabolismo anaeróbico da 
glicose usado para uma corrida a toda velocidade du coelho. O 
pássaro reserva seu glicogènio muscular para oh gastos inesperados 
de energia durante as emergências. 

23. Para o citrato; AG para a reação da citrato sintase sob essas 
condições é cerca de -8,5kJ/mol. 

24. As etapas (De© sáo essenciais na rcoxidação do co- fator lipoami- 
da reduzido. 

Capitulo 17 

1. A parte ácido graxo; os carbonos nos ácidos graxos são mais 
reduzidos do que aqueles no gíicerol. 

2. (a) 4,0 x 1 0 s k| (9*5 *. 30 + kcal) (b) 4» dias (c) 0,5lb/dia. 

3. A primeira etapa na oxidação dos ácidos graxos é análoga á 
conversào do suce inato em fumar ato; a segunda etapa, ã conversão 
do fumarato em malato; e a terceira etapa* à conversào do mala to 
em oxaloaeetato. 

4. (a) R — COO 4 ATP -4 açil-ÀMP 4 PPj 

Acil-AMP 4 Co A -4 acd-CoA 4 AMP 
íb) A hidrólise irreversível do PP, em 2Pj pela fosfatase inorgânica 
celular. 

5. Sim; algum trítio é removido do palmitato durante as reações de 
desidrogenação da fl-oxidação. Os trílios removidos aparecem 
Como água íritiada. 

6. Os grupos acit graxos condensados com Co A no citosol sáo 
primeiro transferidos a carnitina* liberando GoA, depois transpor- 
tadas para dentro da mitocõndria, onde são novamente condensa 
dos com Co A, As quantidades citosólica e mitocondrial são, 
portanto, mantidas separadamente* e nenhum CoA radioativo do 
cítosol entra na mitocõndria. 

7. (a) No pombo, predomina a {J-oxidaçào; no faisao, a glicólise 
anaeróbica do glicugõnio. (b) O músculo do pombo consumiria 
mais oxigênio, (c) A gordura contém mais energia por grama dio 
que o gliengênio. Além disso* a quebra anaeróbica do glicogcnio é 
limitada pela tolerância do tecido á elevação do lactato. Portanto, o 
pombo, operando no catabuhsmo oxidativo das gorduras* é um 
voador de longas dislâneias. (d) Essas enzimas sáo enzimas 
regulatórias das sua.s respectivas vias metabólicas e, portanto* 
limitam as velocidades dc produção do ATP. 

b. (a) A entrada de ácidus graxos mediada por carnitina na miloctín- 
dria é a etapa da velocidade limitante na oxidaçào dos ácidos 
graxos. A deficiência da «irnitina diminui a oxidaçào dos ácidos 
graxos; adicionar carnitina aumenta a velocidade. 

(b) Tudo isso aurnenia as necessidades metabólicas para a oxidação 
dos ácidos graxns. 

(c) A deficiência de carnitina poderia resultar de unia deficiência dc 
Lys, seu precursor* nu de um defeito em umas das enzimas na via 
biossintetizante da carnitina. 

9, A oxidação das gorduras libera água metabólica; 1,41. de água por 
kg de tripalmitoilglicernl (ignore a pequena contribuição do 
gíicerol a essa massa), 

10, As bactérias podem ser usadas para nxidar completamente 

bidrocarbonetos até CO z e H 2 0. Entretanto* os contatos entre os 
bidrocarbonetos e as enzimas baíterianas podem ser difíceis de 
alcançar. Os nutrientes baeterianm* como o nitrogênio e o fósforo, 
podem ser limitantes e inibir n crescimento. 
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11. (a) M t 136: áddiiTeriil «célico íb) l J .ir, 

12. Pelo fito de d quantidade de CoA mitocondrlal ae r pequena, o CoA 
deve ser reckUdo a p-inir do icetil-CoA por meio d* formação de 
corpos cetAnkat, Isto permite o funcionamerito da via da fl- 
<Müd*çiQ, txceuifii para 4 produção de energia. 

13. (a) A glicose produz piruvaio por meio da gEicóliie, e o piruvato é a 
principal fonte de oxiloaçeiato, Sem a glicmir na dieta, a Imtalcuce- 
tiio] cai e o eido do ãddo dtrico diminui 

th) De numero Impar; a conversão do propionaio a lucdílil-CoA 
fornece intermediários para o eido do ávido vilrioo e precursores de 
quaino corbomis para a glivonfogênese 

14. A p oxidação do fu-fluoroicato furma o HiioriitcliMoA, que enlra 
no tido do icido cítrico c produz fluorctlraíci, um poderoso 
inibidor da acanitise, A inibição da acomiave interrompe o ciclo do 
acido cítrico. Sem os equivalentes rcdulora do fido do icido 
diTÍco, a losfarilaçlo nxidaliva l vinlese do AT PI é falai mente 
diminuída. 

1$. Em-FAD, powiindo um potencial dc redução- padrão mais 
positives. f um melhor accpux de délfortt do que o NÀD\ c a 
reação e dirigida na dircçáõ da oxidaçlo do aeil-CoA graxo- Ehc 
equilíbrio mau ÍjoanávcJ í ob<>Jo a ama dc I ATI*: apenas I J* ATP 
C produzido por FAl>H : oxidado na cadeia respiratória turwí 2.3 
pot NAl>H }. 

16c 9 vnli_*x iodo araquúlàftico. um Jcidh graxo utumio de 30 
cirboncK, produz 1D moléculas ât ácíttKioA* os dhimois dou. 
fbrmadns na rum* volta. 

17. \ifii Fjg. 17* 11. O | J' lt C\ SucetniKkiA e formado, o qual dá origem 
ao mtakwrtaifl marcado nos carbonos C-2 e C-X 

18. A Mdrôlke do ATP iwti reações que requerem energia de uma eduk 
consome agua na reação AT? * HjO -* ADP * portanto, nào hl 
mm produção liquida de H .O 

19. A rnetilmoionii-CoA mutave requer um aufalur que contém 
cobairo, formado a partir da vitamina B 1; iveu Adendo 17-31. 

30. A perda de peso por dia t cerca de Ou ccfca dc l38kg nu 7 

meses. A cetose podena ser muda pela degradação de proteínas 
não-essenciais do corpo» suprindo o esqud cto- carbónico dc 


aniizKHciduí para a jjkwnrqf^mc. 


CâprtulO 18 

1 , o 


II 

(a) "OOC— CH;-H.;—OX> 
0 

Oxãfoácetalo 

tbi OOC — CH,— CHi— C— COQ 

a-Cetogluldiralo 

O 


(c) CH. — C— COO 

Riruvalii 

/ \ li 

(d) f T — CH. — -t: — COO 

Fenilpiruvitin 


2. Esse 6 um ensaio de «açlo acoplada 0 produto dá lenta iransaim- 
naçiu (piruvauí) i mpidámente consumido nas "reações indicado- 
ras" subsoqUente* catai üidi!i pela lictitc désidrogená»e, que 
consome NADH- Ucssa forma, a velocidade de desaparecimento do 
NADH é uma medida da velocidade da rcaçdo da aminotrinsíerasc. 
A reação indicadora é motiUoriaada pela observação do dícrétdmn 
na absorção do NADH em 340mn com um eípcctrafotòmetro, 

3. Não, o nitrogênio da Ak pode aer transferido ao muiliuicetato par 
meio da trurnsamlnação, para formar Asp, 

4. (a) A fim laia nina hidruxiLase; uma dieta pobre em fenilalinina. (b) 
A via normal do metabolismo d,i l J lie, puf me In da hid ura ilação cm 
Tyr, é bloqueada e a Phe se acumula, (c) A Rhe ê irausformada em 
femlpiftivatQ pein transáininução, e depoih. em lénilacetaro pela 
redução, A reação de transam inação possui uma conslanlr de 
equilíbrio de 1.0, e o lénilpiruvxto é fornindo em quantidades 
significativas quando a frnihlanina se acumula, (d) i J nr causa da 
deficiência na produção dn Tyr h que i o precursor da melam na. o 
pigmento normalmente prescnle no cabelo. 


5, O catttboJismu dtis «quèletn*. carbAnicn* dá Vai, Met e llt t 
preiudicHdo pvr cáu.sa da ausência funcional dã metümilonibCoA 
muia.Hé iuma coen/Jma da vitamina B u ). Os efetloa fiiloldgicoí dá 
perda dçssa en/ima s | a descritos na labek l«'2 e no Adendo 1S-2. 

6. 15 moles de ATP por molécula de laciatu; 33 ATT por Ais. quandu » 
remuçlo do nitrogénio íor incluída. 


7- (*) 

“NHj— CO — il NH J 

m 

oo 1 — CH, — CH - M cno 

(d 

U NH 

i! r 

R— NH—C— 'Nllj 

ídj 

¥ 

R — N"H — ü— 1 '^NHj 

w 

Nenhuma marcação. 

m 

1S NH, 

, 4 ^ II 

00 ,J| C— C— CH;—'COO- 


H 

•crtil-CoA ♦ 

proptCfOii-CoA (b) Etfpa (|) iransirmiuiçao, nenhuma rrsçáo 
aniloga. PLP-, © descarboxiliçao oimIiiõi, ituioga a ntoçJu di 
piJmmtü ileskirugetLisc , XAD" ; ® audiçio, inaíng* J froçáp da 

Hiccinalo doadrogen^, KU* i^l hitlraraçlrt, irúng jt j ff açáci dá 
funurzu, nenhum co-falM requer ido; 0 aiUlogu á 

reaçáu da malatn dendrogenüe, NAU'; 0 IiOlise i femerso d* 
cnndemaçãn alddiCaL análoga á feJÇÍo da lioLue^ CoA_ 

9. (a) O pe I um induz uma glicose ungumea baixa; a subsequenit 
ádmmiszraçlo da dieta expenmenial leva a um rápido catahdlumo 
dos uninoáckkH gíkogénicos. 

(bj A doumiiLsçio oxida ma provoca um aumento rv>s nut» de 
jmúma: a litsénaa de ,\zg {um ifiteimeduno iui cicio da uréia 1 
evita j conversão da amónia em urna: a Arg não c smteiizada tnv 
quantidades surlcienlex no gato, para alcançar as necessidade* 
impostas pelo estresse do experimenta Isto sugere que * Ar g c um 
jroiotxãcklu esisencúl na díeia do gato. 

(c) A cintinna è comerthla em Arg pelo eido da uréta. 

10. HA> + glurarnato +■ NAU" ► 

a>ceiog|üuraiò + KH; * NADH * 
NH; + 2ATP + H : 0 + GCb — -* 

carbamoil fosfato * MUP * ?, + JH 1 
Carbatnotl fosfato > omilina - — * citeulma - P. * H' 

Cit rutina -r dspartatu + AIP » 

argiitinn^succioato + AMP + PP, t 

Argjninossuccinato » arginina ■+ turrara to 

Fumarato + H^O * makto 

Makto + NAD* — + oxaloacetaru + NAUH +■ H h 

Oxaloacetato + glutamato '* aspartato t u-cetoglutarald 

Arginira + HiO ► uréia + omitiru* 

2 Gíutamolo +■ CÜ : + 4HiQ + 2NAD T f 3 ATP * 

2 a-cetogíutarotu 4 2NADH + 7H' + uréia » 
2ADP + AMP 4 PP, + 2P| L I ) 
Reações adicionais que prednam ser considc radas; 

AMF + ATP * 2AÜP [2) 

Üi + BH' +■ 2 NADH + ÕADP + 6P, - — * 

2NAU 1 + 6AIT t 8HjO (3) 
HjO + PPj — -+ 2Pi + H 1 (4) 

Somando aí equaçóeí ( L) a (4), 

2 Glutamato + CO ; + O* + 2 ADR 4 2P, — ■* 

2 rz-celoglularato 4 uréia 4 3HjO 4 2 ATP 





O formaldeido íHCHG) produzido na vcgunda etapa frjgc 
rapidamente com a ictraidiufolalo no dlio ativo da enzima para 
produzir Pfjt ' óirtifcnQCctraidn^tdatci t wja F% 18 * 16 ), 

12* (a] Tra nsam i naç ão; nenhum analugn rm qualquer viu co-fimir FU* 
(fcj A descarboxíbçio nruiativa, injJo^ j descarboiiL>çJci 
uudatréa do píruvait» cm acctü-CoA antes di mirada no eido do 
Acido cítrico e do a -Cttoghirarato cm mccinil-CoA no ciçfo do 
acido cítrico; co-Morcv NAD'* FAJh hpoato e rumina ptrnfnjdxtn, 
kl Desidrogenação (oxidação!? análoga A desidrogenação dq 
iucrinito em fumarato no ciclo do ácido cítrica e do tdl-CüA 
gíixo em enoil-CoA na p-oxidação; co-fator: FAD. 
fd) Carbaxüação; análoga & rarboxilaçÉu do pimvato em oxalcmce- 
taio no eido do içido dtrkoí <D>âlDRti ATP e biotina. 

M Hidratação: inãfoga I hidratação do fu ma ralo em ma la lo rm 
delo do iodo riimn c do enoil-CoA em 3-hidruuacil-CoA na p- 
OEtdjçiD; f ü-fítõfev nenhum, 

(f) Rever» da reação akJóiira; anafog* 1 reversão da rroçau dj 
citrato sintas* no õóõ do ãódo cJtrkn e idÉntka i divagem do P~ 
hidmxi-^ineljlgliiuxd-QiA na formarão dea corpo* cetAfúcOK co- 
faJorei: nenhum 

IJ. O segundo grupo amiito miraduzido na urda t transferido do Asp, 
que i gerado duram te a tramamimção do Gíu em oxaEcuicctata, 
uma reação catalisada pde aspam to minotransferasc. Aproximada- 
mente metade de todas os aminoáeidoa excretados comn uréia deve 
pa-swr pela rcaçto da uspartaio amfoolnimferaw, tornando «isa n 
aminotransfcTBft mais altamente ativa. 

H (i) Urna petao» em dieia que consista apenas de proteína deve usar 
os aminoáddoà como a principal fonte do nsctaholisma rocigfíko. 
Feio fato de u diabolismo dos untnoicidw requerer * remoção do 
nitrogénio como tinéii, o procesao cotuornc quantidade* anormal- 
mente Jtis de agua para dfluif e otrtuf a «tia na urina. AJém 
diam. m dcirâiir» na 'proteína líquida' devrtn «r dilii&k» com 


Agua r excretados. Se a perda du ria de águi por meio do run nAo 
for balanceada por uina ingestão de águ# suficiente. o muliado sera 
irttu perda liquida de ãgua do corpo. 

fb) Quando cofuideramõ* os beflctkiu nutricsofiais das proteína*, 
devemos ter cm conta a quantidade lc#aJ de ominoiodo* musuru 
para a íintese dc pruram* e a dãzribuição dos ominoacidús. A 
medida que grande* quantidades de gelatina são ingfnda* e o* 
amrnoèctdos «n ntflio *Ao calabtduadoa, a capacidade do etefo d» 
uríia pode ser excedida, levando a toxicidade amoniacoL Usa t 
adiciona lmente complicado pda desidratado, que pode levar j 
excreto dc grande» quunt idade* de uréia. Unia combinaçAo des ws 
dois fatores pode produ/ir tniM e inorií. 

i5. Ala e Gin desempenham papéis espedai* no iransporte dc grupo* 
amiiio do músculo e de nutras tecido* não hepáticos, respecíivj 
mente, para o 5g«d» 

Capítulo 19 

i. Anpâp dh (*), {4\ NADH: (bK (e) E-FMH; (<) NAI>'/HADK e E- 
FMNi/FMNH; 

ítfflfdo Í2\: (alddj E-FMNHí íb). te) F*"';{e) t-FMN/FMNH- c 
Fe^/Fe 1 * 

ítertfÉte ÍJj: (■]. (dl F ^'1 (b), te) Q; {c) e Q/QH, 

1. A cadeia lateral torna a ubiqulmma solúvel em lipídios e permite 
sua difusAo na membrana aemitluida. 

y A partir da diferença nos potenciais de reduçiü padrão ( AK 1 " J para 
cida par de meiai reiçAo, podemos calcular o AG’", A fteidoçlo do 
ma inalo peio FAD t fjvorecida peli variação da energia liire 
padrlo negai A* [ACT* ■ -Jj86fc|/mol). A «nidução pelo NA1V 
frqurreria um a grande varução de energia tmc padrân fxwihva 
f MT* = 67íltJ/rool). 

4, {■) Todos m iranspômdores reduzido*; o Cí' bloqueu a redução 
do O.- catalisada peU citocromo oxidue. (b) Todos o* tramfwieudo* 
ré» rediroda*: iu ausência de os rraruportadnces rnluatdm nào 
*ãn recnidadoL {e) Todos os trinsporladot^ oxidadris. (d MH 
rran*ptirtadores inicia ia mais reduzidos; « últimos iransportadnre» 
mais oxidados. 

5, (h> A inibição d& NAlíH desidrogcníiHC pela rolermm diminui a 
velocidade do fluxo de elítrcms airavfs d,i cadeia respiratória, que 
por sua vez diminui a vrlocidade de produção de ATF. Sc c**a 
velocidade reduzida ior incapaz de ilingjr o* requrrimenio» de ATF 
do organismo, o organismo motre, 

(b) A intinndju inilte fonemenlc i oudaçJh* dc Q na cadeu 
fopiraiüria, reduzindo a velocidade da [raniferénçLi dc ektrs*n* e 
levando is asro^iiêticús descritas cm t aK 

[c| nwqtte a anúmiáftj bloqueia todo a flum dc ckunna ate o ongé 
nm, ela t um veneivo mau potente do que a rolenono. que bbqueia a 
rtiutü de elétron* a panir do NADH, ma» n*o a parltr d» FADH> 

6, (a) A velocidade da [rtndcrtncia cíc clétrans necessiria para atingir 

a demanda de ATP aumenta, c portanto a razão P/O tUminut 

(b) A alta concentração do dcsacopladnr produz razòes P/O 
próximas de zero. A razio P/O diminui e. portanto, irnis energíti- 
COS devem ser oxidado» para gerar a mesma quantidade de ATP. O 
Cilor extra liberado por çssa oxidação deva j temperatura dó 
corpo. 

|c) O iumfoio da atividade da cadeia respiraioiia oa presença de 
um desocopladoe irquer ■ degradação dc mergéUcca adiChinav* 
Oxidando mau energeucm linduindc » reservai de gnrdutel para 
produzir a mesma quantidade dc ATP, o corpo perde peux Quando 
a razão P/O se aproxima de wro, a fcJt a de ATP lera a murie 

7 + A valmomidna alua &m>n um desacopUdor Fia se combina com o 
K' para formar um aimptein que pa»xa através da membratu 
mitócondrial interna, dúsipando o potencial de membrana.. A 
ittitese de ATP diminui, o que induz o aumento da velocidade U<i 
transferência de elétrons, Imo leva a um aumento no gradiente de 
H\ no consumo de O - c na quantidade de calor liberada. 

A [«) A formoçín de ATP ê inibida, (b) A formação de ATP í 

foheniente acoplada à iransferénda de elétron^ o 2,4-dinmóíetiol i 
mu desacoplador da losíonlação axkUuva, [cl Oltgomiciru. 

». A nulatu dcsidrugnute atosólíca desempenha um papd-chaw na 
transporte dos equivalente redutores atravts da membrana interna 
da mitocúAdfú pelo transportador malata aqvirtatri. 
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LO. (a.) A glicólise se tornará anaeróbica. (b) O consumo dc oxigênio 
cessará, {c) A formação de lactato aumentará, (d) A síntese dc ÀTP 
diminuirá para ZATP^glicose. 

11. A concentração do ?, em equilíbrio dinâmico na célula é muito 
maior do que aquela do ADP. O Pj Liberado pela hidrólise do ATP 
muda muito pouco a [P L J totaL 

12. (a) O NADH é reoxidado por meio da transferência de elétrons cm 
vez de fermentação do ácido láctico, (b) A fosforilação oxida tiva é 
mais eficiente, (e) A aita razão da ação de massas do sistema dc ATP 
inibe a fbsfofr utoquinase- ] . 

13. À fermentação até o etano] poderia se realizar na presença dc Oü 
uma vantagem pelo fato de as condições anaeróbicas estritas serem 
difíceis de manter. O efeito Pastenr não é observado porque o ciclo 
do ácido cítrico e a cadeia da transferência dc elétrons estão 
inativos. 

14. (a) Meio externo: 4,0 x matriz: 2,0 * I0" K M íb) 2:1; = l h 7kj/ 

moi (c) 2 1 (d) Não (e) A partir do potencial transmembrana. 

15. (a) U,9jjmoi/s'g (b) Cerca de 5,5s; para fornecer um nível constante 
de ATP, a regulação da produção dc ATP deve ser forte e rápida. 

16. Cerca dc 53pmol/s-g. Com o equilíbrio dinâmico dá | ATPl de 
7pmol/g, isso é equivalente a 10 renovações da quantidade de ATP 
por segundo: o reservatório duraria cerca de 0 h 13i. 

17. A membrana mitocondrial intema é impermeável ao NADH, mas 
os equivalentes redutores do NADH são transferidos {transporta- 
dos) através da membrana indiretamente: eles São transferidos até o 
oxaloacetato no citosol, o malato resultante é transportado para 
dentro da matriz, e o NAD 1 mitocondrial é reduzido a NADH. 

18. A piruvato desidrogenase está localizada nas mitocòndrias; a 
gliceraldeido fosfato desidrogenase está localizada no citoíoi- A* 
quantidades compartimcntalizadas de NAD são separadas pela 
membrana mitocondrial interna. 

L9, Para a velocidade fotossintetizante máxima* o fotossistema T {que 
absorve luz em 7U0nm) c o fotossistema II [que absorve luz em 
680nm) devem estar operando simultaneamente. 

20. O peso extra vem da água consumida na reação global, 

21. As bactérias purpura dc enxofre usam HjS como doador de 
hidrogénio na fotossíntese. Nenhum oxigénio é produzido porque o 
fotossistema único que está presente não possui o complexo de 
divisão da água que contém manganês. 

22. 0,45. 

23. Durante a iluminação* um gradiente de próton é estabelecido. 
Quando A DP e P, aio adicionados* a síntese do ATP é direcionada 
peio gradiente, que «e torna exaurido na ausência da Luz. 

24. DCMU bloqueia a transferencia dc elétrons entre o fotossistema II c 
o primeiro sitio dc produção do ATP. 

25. (a) 5ókJ/mol (b)fU9V. 

26. A partir da diferença nos potenciais de redução, pode-se calcular 
que o AG ío =■ 17,4k] para a reação de redox. A partir da Fig. Lí) -36, é 
aparente que a energia dos fótons em qualquer região do espectro 
visível é mais do que suficiente para direcionar essa reação endergò- 
nica. 

27. L,2 x 10 ~ l! \ a reação í altameme desfavorável! Em doropiastos* a 
intensidade da energia luminosa supera essa barreira. 

2fl. -920kJ/mol. 

29. Não; os elétrons da água fluem para o aceptor artificial de elétrons 
Fe j4 , e não para o NADP\ 

30. Gerca de uma vez cada 0,fs; 1 em ]Ü H é excitado. 

31. Luz dc 7(JÜnm excita o fotossistema E mas não o fotossistema II; os 
elétrons fluem do P700 até o NA PP', mas nenhum élétTon flui do 
P68Ú para substituí-los. Quando a luz. dc óSQnm esc ira o fntossiste- 
ma II, os elétrons tendem a fluir do fotossistema L mas os transpor- 
tadores de elétrons entre os dois fotossistemas rapídameme «e 
tornam complctamentc reduzidos. 

32. Nàn; o elétron excitado em P700 retorna para preencher o “buraco” 
dn elétron, criado pela iluminação. O fotossistema II não é necessá- 
rio para o suprimento de elétrons e nenhum Oj é produzido a 
partir da água. O NADPH nào é formado porque o elétron excitado 
retorna ao P70Ü. 


Capitulo 20 

1. Não; a síntese de glicose requer o investimento de energia (4 ATP + 
2GTP) e de poder redutor (2NADH), obtidos apenas por meio da 
via do ciclo do ácido cítricotfosforilação oxida tiva. 

2. (a) Na reação da piruvato descarboxtlase* ^COj é adicionado ao 
piruvato, mas a fosfocnolpiruvato carboxiquinase remove o FFtesmo 
COj na próxima etapa. Dessa forma, o H C não é finicialmente) 
incorporado em glicose. 
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3. A piruvato carboxilase é uma enzima mitocondrial. O [ ,4 C| 
oxaloacetato formado mistura-se com o oxaloacetato do ciclo do 
ácido citrico e é equilibrado com os intermediários do ciclo para 
formar uma mistura de ll- L *Q e |4- N C| oxaloacetato. O oxaloace- 
tato marcado em C-l leva à formação do [3 3 4- u Cjglicose {veja 
Problema 2). 

4. 4 equivalentes de ATP por molécula de glicose. 

5. O fluxo da glicose a piruvato c sua volta a glicose constituiria um 
ciclo fútil. As vias são reciprocamente reguladas — à medida que 
um fluxo aumenta o outro diminui. A glicólise c estimulada e a 
gliconeogênese inibida peia alta [ATP]; a glicólise é inibida e a 
gliconeogénese estimulada quando a lATPJ for baixa. 

6. A PFK-I é ativada pelo AMP e inibida por ATP; ela regula a 
glicólise. A FBPase-l é ativada por ATP e inibida peio AMP; ela 
regula a gliconeogénese. 

7. {a), (b) e (d) são glicogênicos; (c) e (e) não são. 

fl. (a) O rápido aumento na glicólise; o aumento do piruvato c NADH 
resulta cm elevação no lactato, (b) O lactato é transformado em 
glicose por meio do piruvato; esse é um processo mais Lento pelo 
fato dc a formação do piruvato scr limitada pela disponibilidade do 
NAP + 3 o equilíbrio da LDL favorece o lactato c a conversão do 
piruvato em glicose é requerente de energia, (c) O equilíbrio para a 
reação da LDL favorece a formação do lactato. 


9. O lactato é transformado em glicose no fígado pela gliconcugjÈncse 
(veja l ; ig. 20-2). Um defeito na FBPase-1 impediria a entrada da 
lactato na via da gliconeogênese nos hcpatócitos. induzindo u 
acúmulo de lactato no sangue. 

10. O consumo do álcool força uma competição pela NAI>' entre o 
metabolismo do etanol e a gliconeogíncsc. O problema é agravado 
pelo exercício físico extenuante e a falta dc alimento porque, nesse 
momento, o nível da glicose sanguínea já está baixo- 

11. O suednato é transformado em oxálõaceUtú, que passa para o 
dtosol e é transformado cm fasfoenolpiruvaln pela FEP carboxiqui- 
]tasc. Dois moles dc PEP são então requeridos para produzir um 
raol de glicose pela via esboçada na Figura 20-2. 

12. Se as vias tãt&bólica* e anabblicas do metabolismo da glicose 
estiverem operando simultaneamente, ocorre o ciclo Fútil do .ATP, 
com um consumo exLra de üj. 

13. (a) A glicogén io sintase possui a menor atividade das encimas 
medidas na síntese do gllcogênio, e é, portanto, um ponto regulató- 
rio provável. Isso é confirmado (b) pela observação de que o 
estímulo da síntese do glicogênio pela ativação da enzima negulalb- 
ría leva a um decréscimo na concentração do substrato da reação 
da glicogênio sintase í U DP- glicose) c a tim aumento na eoncenlra- 
çán dü produto da reação (UDP). 

14. tf armazenamento consome I mol dc ATP por mnl de glicnse-6- 
fosfatoí isso representa Ü,026 (2,6%) do ATP total di.sponlvel a partir 
do metabolismo da glicose-6-fbsfáto Cou seja. a eficiência do 
armazenamento é de 97,4%). 

15. (c) A UDP-glicosc pirofosforil&se, 

16. O desvio da glicose e de seu precursor oxaloacetato para a produção 
de leite cm condições de extenso catabolismo de ácidos graxos leva 
à cctosc, Os ruminantes podem facilmente transformar o propiona- 
to cm siiccinil-CoÀ (por meio dos intermediários propionil-CoÀ, 
D-metilmalonil-CoA e T.-melilmaloml-GoA) e, portanto, em 
oxaloacetato para evitar a cetose. 

17. Essa observação sugere que o ATP e o NADPH são gerados na luz c 
são essenciais para a fixação do C0 2 ; a conversão pára ã medida que 
o suprimento de ATP e NADPH se torna exaurido. 

18. X é n 3-fosfoglicerato; Y é a ribulose- 1,5-bifosfato, 

19. No milho, o CO; é fixado pela via Q, trabalhada por Hatcli e Slack, 
em que o fbsfoeno.lpiruvato é carboxiladu rapidamente em 
oxaloacetato (parte dele sofre transa mi nação em asparia Lo) c 
reduzido a malato. Apenas depois de uma descarbojuluçâo sub.se- 
qüente o CÜ, entra no ciclo dc Calvin. 

20. A reação da isocitrato desidrogenase. 

21. (a) A equação para o aumento do comprimento da dextrana por 
um resíduo dc glicose é; 

Sacarose + ígllcase} H * ( glicose )„ , | +■ frutosc 

(b) A frutosc gerada na síntese da dextrana é facilmente importada 
e metabolizada pelas bactérias. 

22. (a) baixos níytts de F, no dtosol e altos níveis de triose fosfato no 
cioroplasto. (b) Altos níveis de triose fosfato no citosol. (c) O 
sistema de contratr&nsporte de P, e triose fosfato. 

Capitulo 21 

1. (a) Os 16 carbonos do palmitato são derivados de íi grupos acelil de 
fi moléculas de acetü-CoA. Os aoetil-CoA marcados com U C dão 
origem ao malonil-CoA marcado nos C-l c C-2. 

(b) A quantidade metabólica dc malonil-CoA, a fonte de todos os 
carbonos do palmitato exceto os dois primeiros (C-ló e C-L5), não 
se torna marcada com pequenas quantidades dc acetil-CnA 
marcadas com l4 C. Por conseguinte, apenas o [ 1 5,1 6- H C) palmitato 
é formado. 

2. Tanto a glicose quanto a frutosc são degradadas aié pimvato na 
glicólise. O piruvato c convertido cm acetürCoÀ pelo complexo da 
piruvato desidrogenase. Alguns desses acctil-CnA entram no eido 
do árido cítrico, que produz equivalente redutores (NA1>H e 
NADPH). A transferência de elétrons mitocondriais até O; produz 
ATP. 

3. & Acctil-CoA 4 15 ATP 4 14NADPH + 9H;0 » 

palmitato + fi Co A 4 15ADP 4 15 Pi 4 14NÀDP* 4 2H * 


4. (a) 3 deutérios por palmitato; todos localizados no C- 16; todas as 
outras unidades de dois carbonos são derivadas do malonil-CoA 
náo-m arcado, (b) 7 deutérios por palmitato, todos os carbonos de 
número pur exceto o C- 16. 

5. Usando a unidade de três carbonos malond-CoA, a forma ativada 
do acetibCoA (lembre-se de que a síntese do malonil-CoA, requer 
ATP), o metabolismo é conduzido na direção da síntese dos ácidos 
graxos pela liberação exergõnlca do CO*. 

6. A etapa dc velocidade Umltante na biM^nfese doa ácidos graxos é a 
carboxilação do acctil-CoA cai a lixada pela acelil -tio A carboxilase. 

As altas |eitrato| e [isócitratol indicam que as condiçòes são 
favoráveis para a síntese do árido graxo: um ciclo ativo do ácido 
cítrico está fornecendo um suprimento abundante de ATP, 
niideotidcos dc piridina reduzidos e acetil-CnA. O citrato estimula 
[aumenta a V,^, da) acetil-CoA carboxilase. Além disso, pelo fato 
de o citrato se ligar mais fortemente á forma filamentosa da enzima 
ta forma ativa), altas |ciiraln| direcionam o equilíbrio protómero 

i filamento na direção da forma ativa. Ao contrário, o 
palmitoil-GoA (u produto final da síntese dos ácidos graxos) 
direciona o equilíbrio na direção da forma inativa (protómero). Por 
conseguinte, quando o produto final da síntese de ácidos graxos se 
acumula, a via bioxsinletizante é reduzida. 

7. (a) AcetU-CoA lmii: 4 ATP 4 CoA, di: > 

acetil-CoAiiicj 4 ADP 4 P; + CoA| mftl 

(b) 1 ATP por grupo acetil (c) Sim. 

8. A dupla ligação no pai mil oi cato é introduzida por uma oxidação 
catalisada pela acil-CoA graxo desaturase, uma mddase de função 
mista que requer 0 3 como urn 00- substrato. 

9. 3 Palmitato 4 glicerul + 7.ATP 4 4H ; 0 ► 

tripalmitina 4 7ADP 4 7P : 4 7H + 

10, Em ratos adultos, os iriacilgliceróis armazenados são mantidos em 
nivel de equilíbrio dinâmico por meio de um equilíbrio das 
velocidades de degradação e hmssíntese. Por conseguinte, os 
triadtgliccrúis do tecido adiposo (gordura) são constantemente 
renovados, explicando a incorporação de M C marcado a partir da 
glicose da dieta. 

1 1. Reação líquida: 

Diidrnxiacetona fosfato 4 NA PH 4 palmitato - 

oleai u 4 3 ATP 4 ÇTP 4 colina 4 4H;Ü > 

fosfatidilcolina 4 NA D' 4 2AMP + 
ADP * H' * CMP 4 3P|t 

7 ATP por molécula de PC. 

12. A deficiência dc metionina reduz o nível da S-adenosilmeiionlna, 
que é requerida para a síntese de novo da PC. A via de salvação não 
emprega a 5-adcnosilmetionma, mas uva a colina disponível. Dessa 
forma, a PC pode ser sintetizada mesmo quando a dieta for 
deficiente cm Met, desde que a colina esteja disponível. 

13, M C marcado aparece em três locais no isnpreno ativado: 

|4 CHi 

^c— m ch ? —ch 2 — 

14 CH } 

M. [a) ATP (b) UPP-glieose (e) CDP-etanolamina (d) UDP-galacrose 

(c) acil-CoA graxo {f) S-Adeuosílmetionliia (g) Malonil-CoA (h) 

] sopent c n i l pi ro fosfato, 

15. O linolealn é requerido na síntese das prostaglandlnas. Os mamife- 
r(íH são incapazes de transformar oleato em linoleato; dessa forma, o 
linoleatu é um ácido graxo essencial em animais. Entretanto, as 
plantas podem transformar oleato em Linoleato e. dessa forma, elas 
fornecem aos animais o linoleato requerido (Hg, 2) • 13). 

16. A etapa de velocidade Limitantc na biossinte.se do colesterol é a 
síntese do mevalonato catalisada pela hídroximctilgluta nl-Co A 
redutase. bssa enzima é regulada alostcrica mente pelo mevalonato e 
derivados de colesterol. Altos níveis do colesterol intracelular 
também reduzem a transcrição do gene codificador da HMG-CoÁ 
redutase. 

17. Sem a ApoE, os LDLs não conseguem sçr reconhecidos t captados 
pelos receptores de 1.131. no fígado e outros tecidos. O resultado são 
níveis altos de LDL no .sangue e, alguma* vezes, aienoesclerose. 


12, O orotato marcado surge dia seguinte via; 


Capitulo 22 

1- Mi* suai rdaçrt» nimbiótiott com as plantai, as bactérias iuprem o 
ton amftnin reduzindo o mirogtriio da atmosfera, o que requer 
grarukt quanlidides de ATP. 

— A irmfff^KÍJl dos esqueletos carbono pode ser catalisada por 1 1 1 
glui anuira micu*: r (2} gluianuto dcsidrisgerusc A uh ima em ima 
pnsdm gjuiiinilo, o grupo iminn duador cm Urdas as rtaçlkv de 
tmmmiTuçJo. 

y. lom amónia toxico» sâo transformados em jtluLaminj na vu dm 
mamíferos, fedur mdo os efeitos lOxkos no cérebro. 

4. fijicrar + ÍCQj *■ 2NH, -a 2 aspartalo + 2H' + 2 HjOl 

5. Se ã tr mtaUmcu bhfriftiiitr for defeituoso. a vij buasitmef trante 
a ly* e*Urá bW»q ucodj. e a Jfr deverá ser obtida da diria. 

A Nj untnc da > • ade i I meti un i ru, a tritWitti ç liendu a partir 

tk) ATT A bidróUte dki Tnfoífj to tu t rn^io lermod inamtt immi c 
maú fimnd 

7, Sc a inihiçio tii jdutarnma lúitox &io fosse combjiuJa, <u«wentri- 
çAcs saturam» dr hitfina mibtriim a enzuru e intcrreimpcnjicn a 
pmiluçáo de glulattiiru. a qual a bactéria neceuiia parj sinuncrar 
nutro* produtos. 

A O 4eido fólico é um pmurcor do letraidrofolalo (Fig. IS 15), 
requerido na hróúinlnc da jdiciru (Fig. 22-E2K um precursor Jja 
purfirira*. A delkiénçi.t sk» ácido fõíÉco, portanto, prejudica * 
dettese da Kemtiglohrnj. 

Rirj (M •lummfCH da Asp < Qic aderairum gmnitia, uridiu.i c 
dtúiiniti paro m tujcnlrnfiw de Qy; adenin* c guaniní. 

10. (af Veja 4 FigumlH-ó para o mecanismo da reaçiu da Mcernizaçáu 
dos amlnodcldoi. G dtmna de F da llucimalanina é um excelente 
grupo de «Ida. À tkmrnalnnina induz a inibição irreversível 
(covalenle) da al-ínlna raceiriase. Um mecanismn plausível í: 



Nuc dcnnla qualquer cadeia lateral nurfenfilka de amintwkidíi flo 
sítio atrvu da fn/rtu. 

i.b) Anami)* (veja Fig, 22*46} t um análogo da Gtn. Ü grupo 
diá/oacelil é ultamentc rmfro c forma ligações cavale ntes com 
miuleOfilm no altk) ativo dc uma g lutam ino amidotraniferaHe, 

II, {a) Como moitrido na Figura 1&-I5 h o p-aminobenzoato é um 
componente da ^^V^-metUenotetraidrofofitOj o cu -fator envolvi 
do na irwuferéntm de unidades de um carbono, 
fb) N4 presença de sulfanilamida, um análogo Êiírytural do p- 
amiiTubenwialo, as bactéria* sán incapazes de sintetbar o letnidro- 
folato. um co-falor necessário para converter AíCAR a FAJCAR, 
induzindo o acúmulo d!e AÍC^H. 

(c) A inibiçáo Compnhiva pda áulfanilamidi da enrim* envolvida 
na binasJmrse do letraidrofulaio é compensada pda adiçfto do 
subftrata (p-ammobeniroaioi m excesso. 
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As primeiras wés eiapaí Oti parle do «do do ácido dirieo. 


13. Oí organismos nio armazenam nucleotídeos para ser usadas coma 
energéticos e não as degradam complctamcntc, mas, ao contrário, 
os hidrolisam para liberar as bases, que podem ser recuperadas nas 
vias de salvação, A baixa razão C’N dos nucicotidcos os tornam 
fontes pobres de energia, 

14. O tratamento cora alnpurinol tem duas Consequências bioquímicas: 
U) A conversão da hipoxantina em ácido úricu é inibida, induzindo 
o acúmulo de hipoxantina, que ó mais solúvel c mais facilmente 
excretada. [$$o alivia os problemas clínicos associados com a 
degradação do AMR (2) A conversão da guanina cm ácido úrico é 
também inibida, induzindo o acúmulo de xantina que é, infeliz- 
mente, ainda menos solúvel do que o ácido lírico. Essa é a origem 
das pedras de xantina, Pelo fato de a quantidade da degradação de 
GMP ser relativamente pequena cm relação ií degradação do AMP, 

a lesão do rim induzida pelas pedras de xantina é menor do que as 
causadas pela gota não- tratada. 

15. O 5-fosforribosil- 1 -pirofosfato; esse é o primeiro aceptor de amônfo 
na via biossinteiizanie das purinas. 

Capítulo 23 

1. Níveis de equilíbrio dinâmico do ATP são mantidos pela transferên- 
cia do fosforil da fosfocreatina para o ADP. Ü l-fluoro-2,4- 
dinitrobenzeno inibe a creatina quinase. 

2. A amónia é muito tóxica para o tecido nervoso, cspecfolmenEe o 
cérebro. O excesso de NH, é removido peia transformação do 
glutamato em glutamina, que vai ao figado e é súbseqüen temente 
transformada em uréia. O glutamato adicionai surge da transfor- 
mação de glicose em a-cetoglutarato. NH* adicional é removida 
pela transaminação do a-cetoglutarato em glutamato e a conversão 
de glutamato em glutamina. 

3. A partir da glicose, pela seguinte via: 

Glicose > diidroKiacetona fosfato 

Dijdroxiacetona fosfato +■ NADH + H* - — -+ 

glicerol-3 -fosfato i- NAD' 

4. (a) Atividade muscular elevada aumenta a demanda pelo ATP: que 
é conseguido pelo aumento do consumo do 0 2 . (b) Depois de uma 
currida, o lactato produzido peta glicólise anaeròbtca é convertido 
de volia a glicose e glicogêmo, o que requer ATP e portanto 

5. A glicose é o combustível principal do cérebro. A descarboxiiação 
Oxidai iva do piruvato cm acctii-CoA dependente de TTP é essencial 
para completar o metabolismo da glicose. 

6. 1,86 x It^m. 

7. (a) A in ativação fornece uma maneira rápida de alterar as concen- 
trações dos hormônios, fb) O nível constante da insulina é mantido 
pelas velocidades iguais de síntese e de degradação, (c) Outros 
meios de variar as concentrações hormonais incluem as alterações 
nas velocidades de liberação do armazena mento* do transporte c da 
conversão dn pró- hormônio em hormônio ativo, 

13. Os hormônios solúveis em água se ligam, a receptores na superfície 
externa da célula, desencadeando a formação de um mensageiro 
secundário (cAMP) dentro da célula. Os hormônios solúveis em 
lipídios podem passar através da membrana celular, depois agem 
diretamente nas suas moléculas ou receptores-alvn. 

9. (a) O músculo esquelético e o cardíaco não possuem a enzima 
glicose-6- fosfato fosfotase, Toda glkose-6 -fosfato produzida entra 
na via glicolítica e em condições de deficiência de Oj. é convertida 
em lactato, via piruvato. 

(b) Os intermediários fosforilados não conseguem escapar da 
célula, porque a membrana não é permeável a espécies carregadas. 
Em uma situação de “fugir ou lutar” a concentração dns precurso- 
res glícolíticos necessita ser alta no preparo para a atividade 
muscular. O fígado, por outro lado, deve liberar a glicose necessária 
para manter o nível da glicose sangüínea. A glicose é formada a 
partir da glicose-6-fosfato e passa das células do fígado até a 
corrente sangüínea. 

10, (a) A excessiva utilização da glicose sangüínea pelo fígado, levando 
à hipogliconiã; interrupção do catabolismo dos aminoácidos e 
ácidos graxos, fb) Pouco combustível circulante está disponível para 
os requerimentos de ATP. O cérebro é lesado porque a glicose é a 
principal fonte de combustível para o cérebro. 


11. A tiroxina age como um desacoplador da fosforilação oxidai iva. 
Desacopladores diminuem a razão P/O e o tecido deve aumentar a 
respiração para alcançar as demandas normais de ATP. A termogé- 
nese poderia também ser devida ao aumento na velocidade de 
utilização do ATP pelo tecido estimulado pelã tiroxina, porque o 
aumento das demandas de ATP é alcançado pela fosforilação 
oxídativa e, portanto, respiração. 

12. Pelo fato de os prõ- hormônios e pré-hormônios serem inativos, des 
podem ser armazenados em quantidade nos grânulo* seereiórios, A 
ativação rápida é alcançada pela clivagem enzimática em resposta a 
um sinal apropriado. 

13. Nos animais, muitos precursores levam à síntese da glicose (Fig, 20- í ]. 
No homem, os precursores principais são o glicerol dos triacilgllce- 
róis e os aminoácidos glicogênkos das proteínas. 

14. O camundongo vb/vb> que é inicial mente obeso, perderá peso. O 
camundongo OÍVQfl Conservará seu peso corporal normal. 

Capítulo 24 

1. 62.769nm. Dividindo-se o pc.no molecular aproximado do DNA de 
T2 por 650, obtém-se um comprimento de 184,615 pares de bases: 
multiplica ndo-se ísso por.MA (veja Capitulo 10} obtém-se 
627.69 LÃ - 62.769nm. Dessa forma, o DNA é cerca de 300 vezes 
mainr do que a cabeça do fogo T2. 

2. Pelo foto de nem o número de resíduos de A e T nem o número dos 
resíduos C e ti serem iguais, o DNA não pode ser uma dupla hélice 
de pares de bases: n DNA do M 1 3 é de fita simples, 

3. M r ^ 3,77 * 10"; comprimento = 197pm; Lk, = 55-245; U = 51,930, 

4. Os éxons desse gene contém 3 x 192 = 576 pares de bases. Os 
restantes 864 pares de bases estão presentes em íntrons e, possivel- 
mente, em uma seqüéncia líder ou sinal, 

5. 5.250 pares de bases. Em DNA relaxado, í,fc é equivalente ao número 
de voltas na hélice do DNA. Multiplicando-se 500 por 10,5 pare* de 
bases por volta, obtém-se um comprimento de 5.250 pares de bases, 
(a) Não muda; o Lk não pode mudar sem a quebra e a reformação 
do esqueleto co valente do DNA. (b) Torna-se indefinido; um DNA 
circular com uma quebra em uma fita nàn possui, pur definição, 
nenhum Lk, (c) Diminui; na presença de ATP, a girase desenrola u 
DNA. {d} Não muda; isso pressupõe que nenhuma das fitas dc DNA 
foi quebrada durante o processo de aquecimento. 

6. c = -Ü,U7; há mais de 70% de chance de o fago de DNA ser 
incorporado no DNA da £. colL 

7. Uma hélice no sentido da mão direita possui um Lk positivo; uma 
hélice no sentido da mão esquerda (como o DNA Z) possui um Lk. 
negativo. Diminuindo o Lk dc uma molécula circular e fechada de 
DNA R desenrolando -a, facilita a formação de regiões de DNA Z 
dentro de certas sequências, (Veja Capitulo 10 para uma descrição 
de sequências que permitem a formação do DNA Z.) 

8. Qs resultados demonstram uma unidade estrutural fundamental na 
Cromatina que se repete em intervalos de cerca de 200 pares de 
bases, O tratamento breve foi insuficiente para clivar o DNA em 
cada ponto acessível, dc forma que se criou uma “escada 11 de bandas 
de DNA em que o tamanho dos fragmentos de DNA eram múlti- 
plos de 2fM> pares de bases (tratamento mais longo forçaria a maior 
parte do DNA a estar na banda menor). A espessura das bundas de 
DNA sugere que a distância entre os sitios de clivagem varia. Por 
exemplo, nem todos os fragmentos na banda menor possuem 
exatamente 200 pares de bases de comprimento. 

9. Um eentrômero, telômeros e uma seqüéncia de repiicação autonô- 
mica ou origem de replicação. 

Capitulo 25 

1. 5e a repiicação dispersiva, ao acaso, tivesse ocorrido na segunda 
geração, todos os DNAs teriam a mesma densidade c apareceriam 
como bandas únicas e não as duas bandas que foram observadas no 
experimento de Meselson-Síahl, 

2. Nessa extensão do experimento de Meselson-Slahl, depois dc três 
gerações, a razão molar do DNA '*N- U N para o DNA L+ N- M N ê dc 
2/6 ^ 0 , 33 . 

3. (a) 4,42 x 1Ü 5 voltas; o comprimento do cromossomo (em pares dc 
bases) é dividido por Kl,5. (b) 39 minutos. Quando as células estão 
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dividindo a cutla 2ü minutos, um delti replicativa é iniciado a cada 
20 minutos, cada ciclo começando antes que o interior esteja 
completo. <c) Orca de 2.320 a 4. MO fragmentos de Ofcazaki sio 
formados pela DNA pofimeraae Eli a partir de um RN A iniciador e 
um DNA molde. Esses fragmento* são de I JQÚQ a 2.Ü0G pares de 
tuw de 4.ofnprrincntD e estão lirmemefite ligados a fita moídt por 
pareamentn das bases. Cada fragmenlo £ TJpxiimente Ligado j fita 
descontinua. preservando assim a ordem coneta Jos fragmentos. 

4. A composição lotai do DNA lúitetÉradp wria A, 28,7%; G. 213%; 

C 213%. T. 2&t7% A fita de UNA sintetuadj a partir da fita molde 
sem A. 322?%; G, íS3%ç C. 24,1%: T. 24,?%. A fita sintetizada a 
panif da tiiLi mcikk complementar sem A, 24,7%; G, 243%; C, 
183%c T, 32+7%, Assume-se que as duas fita» moldes são replicadas 
contplelitttontc, 

5. (a) A mcfirporaçiíí do ,? P marcado na UNA deve-wr * sintese de 
DMA iWfi. A siniesc do DNA requer a preisenç* de lodos os quatro 
nucleolídeob precursores, (b) Sim. tmborn iodos « quatro 
nudéaUdéo» precursores devam estar presentes para que ocorra a 
silil cm: do UNA, apenas um deles tem de ser radioativo para que a 
radknUiv idade seja observada no novo lí NA. (c) Nenhuma 
radioatividade será incorporada se o hí P marcado não estiver no 
fosfato a porque a DNÀ polimerase que catalisa a reação diva o 
piratosfato — isto é, os grupos fosfato fl cy. 

ft. fim tiãer, precursores — tlATP, (K/TE 3 , dCTP, tlTTP; enzimas — 

DNA girase, hetkase, profoina de ligação d fria simples, DNA 
pd une rase II). [lípuiioriTeriso c pimínsfaiAie 
fita Hint^ukl. pftCurwfres — ATP, GTP. CTK DTP. JáTP, dGTP. 
dCTP. dTTP; nuiirus — DNA prw, hdicasc, pnucina dc ligação 
de fita cimplei. iüioisç. DNA polimerava III, DNA poümerax I, 
[1NA hg»e, lupi»áirpcras« t pirofesfátasc. NAD* é timbém 
requerido canta co-fator para a UNA ligaie- 

7, Muiinin com DNA hgasr (kírituoU produzem DNA duplex em 
que uma dü õiü permanece em pedaço» [coma tragmentoí de 
Olarakti- Guindo dúpkx c desnaturado, a sedimentação 
produz uma trarão que contém a fita úmple* iniacia |a banda de 
alio peso molecular ü c ufíu fração que cnnlévn uh. fragmento» não 
unido» (l banda de baixo peso molecular), 

8. O pateiinento de base» do tipo Waison-Grick entre a fiu. molde e a 
fiu líder, a revisào e a remoção do» núcleo tídeas inferidos errada - 
rticnic pfla atividade exunuclease 3' da DNA pedimerase 111. Sim — 
talvez, porque os fatores que garantem a fidelidade da rcplicação 
estão operando em ambas as fitas, na lldcr e na aí rasada, a fita 

íit rasada «ria provavelmente sintetizada com a mesma fidelidade. 
Entretanto, o grande número de operaçOes químicas distintas 
envolvidas na síntese da fita atrasada, umiparaiivamcnte com j fita 
lider, poderia oferecer ama maior oportunidade para surgirem erros. 

^ Cerca dc 1.200 pares de bases serão desenrolados (cerca de WMl em 
cada direção)- 

10, Um* pequena fração ( 13 de itf* células) das imuanics que requerem 
hisúdim sofrerá unu retramutação espafitine* e recuperará sua 
capacidade de sintetizar histidjnj A ádição *lr 2-unira5irtrjínw 
aumcflU a nu de retrnmutaçáa crrca dt LOGO vetes, c é. portanto. 
muu.genit.j_ Gomo muitos carcmogcnKos *ío muiagéniçuss o 2- 
aminoaJití jcencp prova vd mente c um cafonoetnico, 

íl. A deúttúnaçáo «pontAnca da í-metilcuocinj («j» pig. 346) 
pfodiflt irmiiu e. purunu. um dcvparejmenio de base G-T. Tais 
dfspjfe j nvtiün áu cw mais comum entre os doponcamefilos no 
DNA de eucarioloa- O sniema especulútado de separa re^aura o 
par GbC 

12. la) A irtadiaçjLi uEiravioleia produí dimerosdr pirimidina, que são 
cRcisados em ilbrablaitns normais rm um processo que envolve a 
clivagem da fita lesncU par uma cxrinucleaw: especial. Dessa fbrma, 
a iita simples desníLturadn dc DNA eonlíin muitas fragmentos 
produzidtH peln clivagem c a pesü molecular médio é diminuído, 
(b) A auièndfl dc fragmentos nrt fita simples do DNA nas células 
doentes (sem alteração nn peso molecular médio) depois da 
irradlaçAo sugere que a exeinuclcasc especial seja defeituosa ou 
ausente nessas células. 

13. Durante a recambinaçáa genética tmmálop. um tntemiediário de 
NoEtiday pode ser formada quase cm qualquer lugar entre oí dois 
pares de cmimusoiíncis EiomAlugns. Assim que formado, o poma de 
ramifkaçlo do intermediário pode movesse exienumat^ peia 


migraçáo da ramificação. Na recombinsição sitio-específicj, o 
intermediário Hulliddy t formado entre em dois sítios específicos e a 
migração da ramificação e genlmcntc restrita pelas sequências 
heiemlogas «n qualquer dos bdn& dos sítios dê recofdbinaçáo. 

Capitulo 26 

1. (■) 59-106S; o RNA pnmi 5.300 bases e é transcrito a uma velocidade 
de 50-90 nudecrtíderWç fveú p% 981» <b) 500-900 nucleotideoi/i. 

2- Um único erra m uma Esase na replkiçio Jq DNA. se não 

corrigido, levaria uma das duos células filhas, e toda sua progénie , a 
ter um oomossoeno rmitado. Um único erro de base na íramerição 
da RN A não afeta; u o cnimusiomo; de levaria á fbnnação dc 
algumas cofias defctluo»a* de uma pfowitu. rms corno os mRNAs 
degradam rapidamente, a maioria das cópias da prniein* nãa seria 
defeituosa. A progénie dessa célula será normal. 

3. O processamento pós-lriinscririunjl normal na evlrermduiJtr 3' 
(clivagem c poli adenil ação) seria inibido ou bloqueado. 

4. l^elo fato de a fila molde dc RNA não codificar as enzimas necessá- 
rias para iniciar a infecção viriil, da provavelmente seria inerle ou 
simplesmente degradada pelas rlbímucléases celulares. A repticação 
da fita molde de RNA c a propagação do vírus ocorreriam apenas se 
a RNA replicasc intacta (RNA polimerasc dependente de RNA| 
fosse introduzida dentro da célula junto com a fita molde. 

5. fl } G llsú da fita maldé do acido nuclêicu. que c copiado na direção 
3‘-»5\ (2) O usa de subsllatu^ aulIcukcLco trifosfatos, com 
deslocâmeitiii do PP,. 

ó. 4/eralmente dois: um para clriál a ligação fostodiester em uma 
punção uimm-éiiHi, r a outra parj unir a esirrmkLidc livre do éxon 
» éion na cmln criteitudãde do Inifoej. Se a nadeõfflo na 
primeirj etapa fosse j água. nu eupa leria um evento hklralitko c 
jperiü uma etapa dc tm»C»aerifkaçãa seria requerida para 
compLetar o pmeessa dc ttnefida- 

7. i.ivii enzimas não iém uma evnnuciease de revisão 3'— »v e 
possuem uma alia iu> dc cltoti J probabilidade de um ctto de 
repluiação Lnauvar o vírus t mtiiio menor em um genorcu pequeno 
do que em um gramJe- 

ê. (a) 4 U = M * IO 1 * fb) Q/)05% it) Pira a eiapa d> "sdcçia n*u 
natural" use uma resma cronutogiJfkf, à qual se liga uma molécula 
que è um análogo do citado de tíánfiiçào da reação de hídrAlitc dm 
éster (por exemplo, um compoato fosfonata apropriado: veja 
Adendo B-3). 

9. Rmbora a síntese do KNA seja rapidamente parada pela toxina 
tx-amanitina, demora vários dias para a concentração critica do» 
mRNAS e proteínas rm figado se degradar, levando à disfunçáo do 
fígado e á morte. 

10. (i» Depois da Use das célubis e da puntkaçiü parcial, j ptutclna 
extraída poderia ser submetida á focalizjçáü ísoelétncj. A subuni- 
dãde p poderá ser detecuda pof um ensaio baseado rm anticorpos. 
A diferença nos resíduos de aminoiodos entre a subumdadc |1 
normal f a forma muianle |ou icjj, a diferença nas cjTgjs do» 
smmoaddcs i alteraria a mobilidade eLeirofareucj da praírin j 
mutinte no gs) de focaltuçáo iviriétrica, reLatwammte à protfiru 
da cepa não resistente. Cb) O tequenciamento direto do DNA tpdó 
método dc Saitger i. 

1 1- (a) 3*4 pares óe nudeotídeo». íb( I *20 pares de rtudeotideus, (<) A 
maioria dos nurieotídeo» eúá na» regiões não traduzida» nas 
crfrcmklades 3‘ e 5' do mRNA Também, a maioria dm mftNA» 
codifica para uma seqúência sinal (veja Capítulo 27» no» wus 
pn,dulos proteicos, que finalmenle e clivada para produzir n 
pnHcIna funcional madura 

Capítulo 27 

t, (a) tdy-Crln-Ser-Leu-Ijcu-ilc (h) Leu-Àsp^Ala-Pro (c) His-Asp- 
Ata-tlys-Cys-Tyr [d) Mei-Asp-íilu nos cucariotos; fivIei-Asp-Glu 
nos prOcariotoH. 

2. UUAAUGUAU, UUGADGUAU, CUUAUGUAD, CUCAUGUAU, 
CUAAUGUAD, CUGAUGUAtf, LrLíAAUGUAQ GUGAUGUAC, 
CUUAUGUAC CDCAUGUAC* CUAAUGtAC, CUGÀUCUAC 

3. Náo, porque quase todos m aminoaciders possuem mais dc um 
cõdon (por exemplo, a teu possui ót, qualquer polipcpfidea pode 
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ser codificado por várias seqüéndas de bases difcrcníes {veja 
Problema 2), Enirelanto, pelo fato de alguns aminoácidns serena 
codificados por apenas alguns oódons e aqueles asm códnns 
múltiplos frequentemente compartilharem o mesmo mtçkõtídeo 
em duas Ou três posições, rerfaí partes da seqüfinciíf do mRNA que 
codifica uma proteína de seqüénda dc aminoácidos conhecida 
podem ser preditas com alto grau de certeza, 

4. (a) (5 ' ) CGACGGCGCG A AGUGAGG GGUG U UAAG(3 r ) 

( b) Afg-Arg-Arg-Gl u- 1 Vai- Arg-Cly-Val-Lyí 

(c) N|o h as fitas antiparalelas complementares na dupla hélice do 
DNA não possuem a mesma sequência de bases da direção 5- h — ►3'. 

O RN A ê transcrito apenas a partir de uma fita especifica do DNA 
dúplex. A RNA polimerasc deve» portanto» reconhecer e se ligar i 
fita correta. 

5. Há dois tRNAs para a metionina: tRNA 0 ^”, o tRNA iniciador, e o 
tRNÀ frlrt , que pode inserir Met nas posições interiores dc um 
polipeptidco. Apenas o fMet-iRNA 0 *" é reconhecido pelo fator de 
iniciação IF-2 c é alinhado com n AUG iniciante posicionado no 
sítio ribossòmico P no complexo de iniciação. Os códons AUG no 
interior do mRNA podem ligar e incorporar apenas o Mcr-tRNA** 1 . 

6. Permitir que a poli nuclent ideo fosforilase aja em uma mistura de 
UDP c CDP cm que o UDP tenha, digamos, cinco vezes a concen- 
tração do CDP. O resultado poderia ser um polímero sintético de 
RNA com muitas trincas UUU {codificando para a Phe), um 
pequeno número de UUC (também Phe), UCU (Ser) c CUU {Leu), 
e um númern muito menor de UCC {também Ser), CUC (tainhém 
Lcu)eCCU(Pro). 

7» Um mínimo de 583 grupos fosfato de alta energia {baseado em 4 
por resíduo de aminoáddo adicionado, exceto que há apenas 145 
etapas de tmnsiocação), Correção de qualquer erro requer 2 grupos 
fosfato de alta energia. Para a síntese do glicogénio» 292 grupos 
fosfato de alta energia seriam usados. O custo de energia extra para 
a síntese da p-globina reflete o custo do conteúdo da informação da 
proteína. 

Peln menos 20 enzimas atívadoras, 70 proteínas ribo&sõmkas, 4 
rRNAs, 32 ou mais tRNAs, um mRNA e 10 ou mais enzimas 
auxiliares devem ser fornecidos pela célula euCaridiica a fim de 
sintetizar uma proteína a partir dos aminoáddok A síntese de uma 
cadeia (a(->4) de glicogênio a partir da glicose requer apenas 4 ou 
5 enzimas (veja í Capítulo 20). 


Códons de glíeina 

An ti códons 

(5') GGU 

(5')AGC, GCC, ICC 

GGC 

GCC, ICC 

GGA 

UCC, ICC 

GGG 

CCC, UCC 


(a) A extremidade V e a posição média, {b) Os parca meo los com. os 
anticóduns (5')GCC, ICC e UCC. (c) Os parcamentos com os 
anticóduns (5 r )ACC e CCC. 

9. (a), (c), (e) e (g); mutações {b}, {d) e (f) não podem resultar de 
mutações de unta única base: (b) e (f) requereriam substituições de 
duas bases e {d} requereria substituições de todas as trés bases. 

10. Os dnis códons de DNA para Glu são GA A e GAG» e os quatro 
códons de DNA para a Vai são GTT, GTC» GTA e GTG. Uma única 
alteraçào em GAA para formar GTA ou em GAG para formar GTG 
poderia responder pela substituição Glu — >Val na hemoglobina 
faletforme. Muito menos provável é que ocorram alterações em 
duas bases de GAA para GTG, GTT ou GTC; e de GAG para GTA, 
GTT ou GTC. 

11. (a) A Ala-tRNA sintetasc reconhece 0 pareamento G3-U7Ü no 
braço aminoáddo do tRNA rtl!l , (b) A mutante tRNA ftlB inseriria 
resíduos de Ala em cõdons que codificam Pro. (c) Um outro tipo de 
mutação que poderia ter efeitos semelhantes é uma alteração no 
tRNÀ Pro , que lhe permitiria reconhecer e receber o grupo aminoacil 
pela Ala-tRNA sintetase, (d) A maioria das proteínas na célula seria 
inativada, tornando essas mutações leiais e, portanto, nunca 
observadas, Isso representa uma pressão seletiva para a manutenção 
do código genético. 

12. O aminoáddo mais recentemente adicionado a uma cadeia 
polipeptídica em crescimento é o único covalentcmente ligado a 
um tRNA e, portanto, a única ligação entre o polipeptidco e n 


mRNA que o codifica. A atividade revisora afetaria essa Ligação, 
parando a síntese do polipepíídeo e o libertando do mRNA. 

13. A proteína será direcionada para dentro do retículo endoplásmico, 
e daí o endereçamento dependerá de sinais adicionais. O SRP se 
ligará ao sinal aminolermina! no inicio da sintese de proteinas e 
direcionará o polipeptídeo nascente e o ribossomo aos receptores 
no RE. Peto fato de a proteína ser translocada para dentro da luz do 
RE á medida em que é sintetizada, o NLS nunca será acessivcl ãs 
proteínas envolvidas nn endereçamentp nuclear. 

14. O fator desencadeante é uma molécula chapcrona que eníabiliza 
uma conformação desenrolada e competente para a trandocação da 
PioOmpA. 

15. O DNA com um mínimo dc 5,7fl4 pbj algumas das seqüêndas de 
codificação devem estar abrigadas e sobrepostas. 


Capítulo 28 

1, (a) Os níveis da Iriptofano sintase permanecem altos a despeito da 
presença do Trp. (b) Novamente os níveis permanecem altos, (c) Qs 
níveis decrescem rapidamente, impedindo o desperdício na síntese 
do Trp, 

2, (.s ) A expressão constituí iva do óperon: a maioria das mui ações no 
Operador tornaria menctf provável a ligação do repntssor. {b) Tantn 
a expressão constitutiva, como em (a), como a repressão contínua, 
sc a muiaçáo destruir a capacidade de ligação da lactose c compos- 
tos relacionados e» portanto, a resposta aos indutores, (c) Tanto o 
aumento quanto a diminuição da expressão do operador (cm 
condições nas quais ele é induzido), dependendo dc a mutação 

^ tornar O promotnr mais ou menos semelhante ao promotor 
consenso da E. coli (veja Fig. 28-2). 

3, Cerca de 5-000 cópias. 

4, 8 x Ifl^M» cerca de 10* vezes maior do que a constante de dissocia- 
ção. Com 10 cópias do repnessor ativo na célula, podemos concluir 
que o sítio do operador está sempre ligado pela molécula do 
repressor. 

5, Cada condição diminuiria a expressão dos genes do óperon íflc. 

ti. (a) O ribossomo, completando a tradução da sequência 1, não mais 
cobriria e bloquearia a seqüénda 2. A atenuação se tornaria muilo 
menos efetiva porque a seqüénda 2 sempre estaria disponível para 
purear com a seqüénda 3, impedindo a formação da estrutura do 
a te nua dor. (b) A seqüénda 2 parearia menos cficicntemcnie com a 
seqÜénçia 3. A atenuação aumentaria porque a estrutura do 
aienuador seria formada mais frequentemente, mesmo quando a 
seqüénda 2 oão estivesse bloqueada por um ribossomo. (c) A 
atenuação náo ocorreria e a única regulação seria aquela produzida 
peln repressor Trp, (d) A atenuação perderia sua sensibilidade ao 
tRNA do triptofano e poderia tornar-se sensível ao tRNA da His, {e) 
A atenuação ocorreria raramente, se tanto, porque as sequências 2 e 
3 sempre bloqueariam a formação do atenuador. {f> O atenuador 
sempre se formaria independentemente da disponibilidade do 
triptofano. 

7. A indução da resposta SOS podciia não ocorrer» tornando aã células 
mais sensíveis aos altos níveis de lesão du DNA, 

8. tiãda célula teria flagelos feitos dc ambos o,h tipos de pmteína 
flagelar, e a célula seria vulnerável aos anticorpos gerados em 
resposta a qualquer proteína. 

9. Um fator dissodável necessário para a atividade (por exemplo, um 
fator de especificidade semelhante à subunidade cr da enzima da E. 
coli ) poderia ser purificado a partir da polimerase. 


10, Proteína Gal4 


Domínio de ligação ao DNA da Gal4 

Domínio ativador da Gat4 

Proteína "engenhariada" 

Domínio de ligação ao DNA 
do repre&snr Lac 

Domínio ativador dó Gal4 


A proteína “engenhariada* nao pude se ligar ao sitio de ligação da 
Gal4 no gene GAL (UAS*;) porque ele nào possui o domínio de 
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ligaçán ao D NA de Gat4, Modifique o sítio de ligação ao DNA da 
Üai4 para oferecer a seqüência de nucleotídeos ã qual o repressor Lac 
norniaJmente se liga (usando métodos descritos no Capitulo 29). 

11. O mKNA bed necessário para o desenvolvimento do ovo é dado pela 
mie. O ovo então se desenvolverá normalmentc, mesmo se o 
genótipo for bed /bed , desde que a mãe possua um gene bed 
normal e o alelo bed for recessivo. Entretanto, a fémea adulta 

bed /bed será estéril porque ela nâo possui mRNÀ bed normal para 
contribuir para seus próprios óvulos. 

12. (al As pontes de hidrogênio se formarão entre a proteína e o 
esqueleto de DNA em Al 06, Al 10, A 11 8, TllU e A 122, e entre a 
proteína e as bases do DNA em A 106, T107, A 118 c Tl 19. Os 
últimos quatro nudeotfdeos contribuem diretamente para o 
reconhecimento da seqiiéncia do DNA. (b) Usando a "Noncovalcnl 
Bond Kinder 1 ' é possível identificar quais bases farão pontes dc 
hidrogênio com quais resíduos de aminoácidos. Esqueleto dc DNA: 
Al06-Arg** J , AllO-Ser^, Al 18-Arg 1 ^ Tl 1 9-Ar%*'\ A122-Ser^, 
Bases de DNA: AlÜ6-Asn 2:, \ TlÜ7-Asn^\ Al ÍB-Asn |ní , Tl 1 9— 
Asn lrt - Í . Asn, Gin, Glu, Lys e Arg são comumcntc encontrados 
formando pontes de hidrogênio com as bases do DNA. A maioria 
dos resíduos na proteína de ligação ao TATA que estão envolvidos 
nas pontes de hidrogênio são Arg e Asn. 

(c) TATATATA (resíduos 1U3 a 1 10) 

ATATATAT (resíduos 122 a ] 15) 

A proteina de ligação TATA reconhece ALÜ6, T107/TI 19, Al Ifl, 

(d) Use a “Noneovalent Bond Finder” para encontrar as interações 
entre os carbonos que ocorrem entre 3,3-4 ,0A. 


Capítulo 29 

1. (a) (5 r ) G(3'} c (5 r )AÀTTC 01 

— -CTTAA C — - 

íb) (5 r ] GAATV01 e (5')AATTC (3') 

CTTAA TTAAG 

(c) 01 GAATTAATTC (3') 

CTTAATTAAG 

(d) (5') GOl.cOlC — 

— — — C G- - - 

(e) O f }- - - GAATTC- - -( 3 r ] 

CTTAAG 

(f ) [51 CAG(3 1 ) e (5 1 )CTG ( 3 r ) 

GTC GAC 

(g) (5 J )- — CAGAATTC (3 1 ) 

— -GTCTTAAG 

(h) Primeiro, corte o PNA com a KcoRl como em (a}. Nesse ponto, 
poderíamos tratar o DNA como em (b) ou (d), depois ligar um 
fi-agmenlo sintético de DNA com a seqüência de reconhecimento da 
fídroEll entre as doas exLrem idades cegas resultantes. Uma outra 
abordagem (mais eficiente) seria sintetizar um fragmento de DNA 

Com a estrutura: 

( 5' ) AATTGGATCC 

CCTAGGTTAA 

Isso se ligaria eficientementc às extremidades grudentas geradas pela 
divagem da EcoRl, introduziria um sitio Bom Hl, mas não regenera- 
ria o sítio Endil. 

(i) Os quatro fragmentos (com N - qualquer nuclcotídco), em 
ordem de discussão no problema, são: 

( 5 1 ) AATTCN MN NCTGCA 
GNNNNG 

( 5 r ) A ATTGN XNXGTGC A 
CNNNNC 

( 3' )ÀATT GNNNNGT GCA 
CNNNKG 

( 5 1 ) AATTGNNNNGTGC A 
CNNNNC 

2. D DNA do fago a pode ser empacotado em partículas infecciosas 
do fago apenas se elas possuírem entre 40.tH.H3 e 53.ÜÜ0 pares de 
bases de comprimento. Como os vetores de bacteriúfagos geral men- 
te incluem cerca de 30,000 pares de bases (em dois pedaços}, eles 


não serão empacotados nas partículas do fago, a menos que das 
contenham um inserto dc DMA de tamanho suficiente {10.000 até 
23.000 pares de bases). 

(b) Cada um dos clones nas raias 1 c 2 possui um fragmento 
inserido em orientações diferentes. O clone na raia 3 possui dois 
fragmentos dc DNA, ligados dc tai forma que as extremidades 
proximais cortadas pela EcoRI estejam unidas, 

3. (a) Plasmídios em que o pBR322 original foi regenerado sem a 
inserção de um fragmento de PNA estranho; estes reteriam a 
resistência à ampicilina. Também, duas ou mais moléculas de 
pBR.322 poderiam estar ligadas com ou sem a inserção do DNA 
estranho, 

(h) Cada li ui dos domes nas raias 1 e 2 possuí um fragmento de 
DNA inserido em orientações diferentes. O clone na raia 3 possui 
dois fragmentos, ligados de tal forma que as extremidades proximais 
cortadas peia EnoRí estejam unidas. 

4. Você necessitará de um promotor bacteriano apropriado, um sítio 
de ligaçáo ao rihossomo para a tradução e sítio (s} regulador (es) 
como operadores colocados no lado 5' do gene (na fita codificado- 
ra). O sitio de ligação ao rihossomo poderia estar imediatamente á 
esquerda do gene e o promotor um pouco mais à esquerda. Os 
elementos reguladores devem estar localizados onde eles possam 
afetar o promotor. Muitas possibilidades para a expressão e 
regulação estào descritas nos Capítulos 26 a 2E, 

5. Concentre-se nos aminoácidos com menos códons: Met e Trp. A 
melhor possibilidade é dimensionar o PNA a partir do códon do 
primeiro resíduo de 'iVp até os dois primeiros nucleotídeos do 
cõdon para a lie. A seqüência da sonda seria: 

( 3' ) UGGUAf U7C ) UG (. U/C ) AU GG A ( U/C ) UGG AU 

A síntese seria planejada para incorporar ou U ou C onde indicado, 
produzindo uma mistura de oito sondas dc 20 nucleotídeos que 
diferem apenas em uma ou mais dessas posições. 

6. Simplesmente por conveniência; o plasmidio Ti de 200.000 pares dc 
bases, mesmo quando o DNA T é removido, é muito grande para 
ser isolado cm quantidade c manipulado in vim?. Ele é também 
muito grande para ser rcintróduzido em uma célula com as 
técnicas-padrão de transformação. Os genes vir facilitarão a 
transferência de qualquer DNA enire as repetições do DNA T, 
mesmo se elas estiverem em plasmcdios separados. O segundo 
plasmidio no sistema de dois plasmEdios, pelo fato de requerer 
apenas as repetições do DNA T e algumas sequências necessárias 
para a seleção e propagação do plasmidio, c relativa mente pequeno, 
facilmente isolado c manipulado (DNA estranho facilmente 
adicionado e/ou alterado). 

7. Os vetores devem ser introduzidos em uma célula infectada com o 
vírus auxiliar que pode fornecer as funções necessárias dc rcplicação 
c empacotamento, mas ele próprio não consegue se empacotar. 
Gomo a rccombinação do DNA é integrada dentro do cromossomo 
da célula -alvo com esses vetores, a falia das funções de rccombina- 
ção e empacotamento torna a integração muito estável ao impedir a 
dclcção ou a rcplicação do DNA integrado, 

Br O seu teste requereria DNA iniciadores, uma DNA puí im crase 
estável ao calor, desorí nucleotídeos irifosfatos c uma máquina de 
PCR ícielador térmico). Os iniciadores seriam planejados para 
simplificar um segmento de DNA ao circundar as repetições CAG. 

A fita dc DNA mostrada está na fila codificadora, orientada na 
direção 5 J -*3' da esquerda para a direita, O iniciador direcionado 
ao DNA à esquerda da repetição seria idêntico a qualquer seqüência 
de 2? nucleotídeos mostrada it direita da repetição CAG. O 
iniciador do lado direito deve ser fOPrjpJfrmfHínr e a ntiparaldo a uma 
seqüência de 25 nucleotídeos à direita da repetição CAG. Usando os 
iniciadores, o DNA, incluindo a repetição CAG, seria amplificado 
pelo PCR, e seu tamanho seria determinado pela comparação com 
marcadores dc tamanho depois da eletroforese. O comprimento do 
DNA refletiria a extensão da repetição CAG, fornecendo um teste 
simples para a doença. 

9. Planeje iniciadores de PCR complementares ao DNA no segmento 
deletado, mas que direcionassem a síntese de DNA a partir deles- 
Nenhum produto de PCR seria detectado a menos que as extremi- 
dades do segmento deletado estivessem unidas para criar um 
círculo. 
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CAPÍTULO 14 p. 383 TheCrunger CuBcctiun; p. 384 toStiiney ÍUrrn; 
.Adendo 14-3 LK, Urggtngerv Photo Bnearehert. 

CAPtT'Ul.0 15 p. 4ÍN i Lipm.iri) Cbrbp/UPI/Beltmanni (Kalcknrl 
Boston LrnivLfsity fhoto ServbçtM; p. 413 í Hartkm ) HulEun t ietty/ 
I.úison; (Young) Curtwia Museu dr Ifisiíirw Médict íL Univenidadr 
de Melbourne; Adendo 15-1 Aninuilt Anini.ih; Figura 15-lil Kcw 
Brumwiult ScicniitiC tüi,, [thr.i Figuru 15-15 (a e b) Stercht, F!., ct ,lI. 

■: L99D) hitigcne^is nf intestin.il |.u'tLt»e-phlori/iii hyilniLise in .uliilK wiih 
laetoae rntolcfancÉ. /. CHtt. tnvist. 86, 1329- 1334. 

CAPÍTUTO 16 p, 442 ( 'ortc*ia do nepüruineitLt) de BeLasfdcs F'ubLicíii» 
da Univer&idiiLle de Shcfíkld; Figura 16-5 I eilrr |, Bít-d, UnivcrjttÍÉtit 
tiú Texas, AiLSiin, Instituto Bioqulmko d,i Fundando Cluyton; Figitrii 
16-17 Rich.irtl N. TVdttKi Universidade do Untado do Ari/ona, 
Departamento de Botim ica, 

CAPITULO 17 465 AP/Wide World PhtHos/Ciretchen Hrtli Adendo 17 

I StoufJcr ProdiiCtiona/Artimala AninuU; p. 475 The Nubcl Foundaiínn, 
CAPÍTULO 18 p. 486 Bcmutrd G, SilbersIein/FhiUu líe.Hejrthers. 
CAPÍTULO 19 p. 515 ilehningrr) Aupiivos Médicos Alan Maücm 
Chesney do Jnsiituio Médico lohiifc Hopkiiu; p, 318 (Bdncrti Cortesia 
Helmut Beineri. L'niversidade dc WÍBCQiiiin; Adendo 19*1, Figura I L>. 
CavagnaroíVisuaJji Lmlimitrd; FígurH 19-13 Adaptada de Williams. 


R.J.P. (1995) iVníurr 378, 235; um,i correção j jVpíhw 37h. h43 | IWSi; 
p. 526 (Mítchelli AlVW r ide World Photo*; p. 529 iRacker) Gorte^iia lv 
Ratker; p. 530 (WalLer) Fundação Noheh p. 531 i Uoyet) Fundição 
Nobch Figura 19-22 (0 Adaptada de Fillingamc* R.H 11999) Pmtein 
strueture: Molecular rotarj r motors, Science 286. I687| Figura 19-24 
Adaptada de Siioihmtgi, Y.. et al. (1999) Mechani cal mlaVinfl ot lhe i 
eubunil oligtmwf in ATP nynthase (PF 1 ): Diml oburvalíuni. Science 
286, 1722-1724; (foto. à direita) Cortesia Kyohei ¥üuda e Ka/uhikn 
Kinosila* de Yasuda, et aL (1998) Qtf 93, 1 11 7- 1124; J-jgura 19-30 la) 
Morri ii. M,A- í 1990) Mitofoutaliimí* in neunMiplhalmalugkal díscitu»: 
a reviw. I. Gin Nrum-apthaímobgy 10, 1 59-166: fb) Ue Wallaee. tT.il 
ai 0 988) Familial mitochcMidrial encephalumyo]>athv iMUKKt i; 
grnetk, pjlhopilpidli^ial. and liioçhcniical iharjLtrti/jjiiiu oí j 
mitodKWidrial DNA diseur. Grü S5. 601 -6 1 0; Figura 19-31 .Adaptada de 
Harris. D Al ( 1995} tiuHwrycrícs as a Game Blackwdí Scifoce, 

1 undrev p.36; Figura 19-35 |bl BíulugM Plaito Service: Figura 19-39 
KOhlbrandt. W„ Wai^. J>-N-. Sc Fuiivucht. Y- ( 1994 í Alomn mmlel oí 
plant l^hl-lurviesting com pie x by electroo cryslallograpbs Naiurt 367, 
614 620; Figuras 19-10, 19-44 (aebl+ 19-47, 19 48. 19 50 Adipudasde 
Heldl. H.-VY. í 1997 1 Píanl Riochrmnlri- and .AMnillizr t liilord 

Unãvmity Pnes*. Oicford. pp 57.62.63, Itlft, Wl, 151. Figura 19-54 ta) 
Adíapyda dc Luecke, H . et aL 1 1999} Slmctural changes m ludrtini 
Fiodopsin diiriiig mu iriitspuri ji 2 angslruni reuiluluti Virnir 286. 
255-260; ib) Adapiadd dc Gennis R-B- & Fbicr. T.G. í 1999) Pruloni 
pump cjughl m Üic act, Sàtna 286, 252*253; p, 552 L^nçnadadc da 
laliAíniü, Bcrldfy; js. 553 tFágmdurt t L'nivcruiiiadr dc CnmeÜ 
CAPÍTULO 20 p. 563 lurulhan Bbij-iYirtav p. 571 iLebur; HmdJK^u 
NobcL p. 581 :C*h-io ' I jiborilmin Xacional Ij^rcrsue Bcrkrles, Figura 
20- E4 Smvthc. C Cobre, I 1 . (1991J The ducerwfy n( glnnfknm ind 
ihe ptiming mrduniím fm giycugen bugroeus. tut. I H**x/um 200. 

625-631; F^ifra 20-35 FialImiiL B, {19*4) OdonipiUjr AíetíK^om TAr 
SíTTfctimr and Funmcni of Chioroptatfi m Grtm tmf Ctüi, p. 97. Otrea- 
dun Fiai, Otfüíd; Figura 20-40 Ray tvrít. L^vcrudade dr Wucoftun - 
Madison. DcparLuncutu dc Botintci. 

CAPÍTULO 21 Rgura 21-12 ibl Oamd Une. FacukLwfc de Mediem* 
d* L n t verud jkde lohns Fiopkins; p. 617 fKevinedyt Fkuldidr dr 
MedKjnj de FLu-sard; p. 627 i flkxih. Lyneo, L «fnturih 1 AP ■Wide VVorld 
PhtiUwc iPiipiai! CcirhibTTPr/Rclliiuiin; Figura 21*37 (b| ( letrui 
Robrrt L Hamilton r Centro dc FWjuim Lifteulualj cm \rtmmtlr 
rose. lnmtndidí du Cabíbrni*. bàu Francikú; f igura 213* Ibl AUn 
Ame, Departammi u dc Bioquimu.*. LlmwnirLide' dr Wnk.imun 
Aladison; p.631 CoduvllPI/Beltiruno 

CAPTTLniO 22 p- 639 Rk F nsenhcçibiT) jwN»; I tgnr j 2 2*4 (iH .p 
Vjnee-Visuab UrdimjlexL lb| kremv BurgesvPhocs» Fbsearehcn; Adenda 
22-2, Figura 1 |uh.n MmTidiL UnncfSHikV de WWuium-FUVion. 
Dcpai-untcni» de Gènã Aciecimru; p- 6*6 : Bvkh,in,m i tVdevio do 
Museu do Insliluto de Tetnologu dr Massachusetb; Figura 22- 36 tal 
1'hdaitdcr, L & Krkhard, p. 1 1979) Reduzi am of rínimkbiiujr» 6t«ií 
íírr Rmcium 48, 133-J56; p. 676 Goriexúi Kafhy IViuk> Hitvhtng> 
CAPFFL r LX> 23 p. <>82 Turlnu l^bonilório l^kvirt; Figura 23-4 Fre\l 
Hossíct/ Visuais Imlimitcd; Figura 23-7 D.W. Fj^tell/Fhirto Roçar» h 
ctk Figura 23-9 Cortesia M.L Thomas, H.t.. Mtig, ti. BdenLv, [ Jilis-M 
de Meuropsi^uiatry, Instituto de Pesquisa do Fa^rçito W alter Reed. 
Comando Material dc Ptsqui.sa der F sértitir dos FvUd.i» Unidon; 

Adendo 23-1 ÍMcOeod, CoJEip, BantLng, Best) Ctjrbts/L^PI/Ekttttunn; 
Figura 23-16 Adaptada de Orth, D.N. •: 1475) General CLtniidrrJimru for 
ratLu>immunoa.ssay ot peptide hor numes, Sh-fh F.nxyntâl. 37+ 22-18 
p, 694 (Cuiltemin) Coriris,i'Lri l T/Bertm.i:nn; (5çh.r|ly ) Aí 1 , 1 Wide World 
fhotos; (Yalow) Cortesia tiosalyn 5. Yalow, Centro Mcdiço ..U 1 Casoí 
ExpertrnetitaÊs NTC!; Figura 23-26 John Sholtiü. Umvcriídnk RolI 
cfclter, Nov,i York; Figura 23-27 Adaptada de EjíüHI, C. ( 1995 1 l'at times 
for obesity research: Tons of new inforuiation, hut hoví does M 411 Til 
together? /. NIH Ras. 7, 39-43 j Figura 23-29 AdapUuL de AiiwerK. | íc 
Stack B. ( 1998) Lcptin. Lancet 35 U 737-742. 

PART IV Abertura (p, 7|{l) Patrick O. Rnuwn, Fatuidade dc MclIÍííiiíi 
da Universidade dc Stanford, Departamento de Dioqulmkd. 

CAPITULO 24 Figura 24-1 Dc Kleinschrnidt, A.K., Iniiid, I X, liukçrtv 
D , & Zahn, R.K, ( 1962) Bitxhem, Biophys, Acfrí 61, pp, 857 864; p. 714 
(Beadle) Ardiive Photos; ÍTatum) CoFbi^UPl/Bettmmiii; Figura 24 -6 
Flutitiriglon PlíIIet c David Drcs-sler, Faculdade ck Medicina tlc 
Hnrvard, Departamento dc Ncurohiologia; Figura 24 -7 (a r h] £1.1. 
Bahr/Biological Photo Service; Figura 24-6 P.W. Fawíett/Phiilo 
Rçsearchers; Figuras 24-1 f), 24-13, 24- 14 t Inçarei li, N. M.. Itolc», I.C., 8t 
WTiilc, LT-I. (1990) Primcmn thc lopology and gemnclry of t)NA 
supercoiling. In í ) M Topoiogy and Iti Biaiagictd Üffttli (Co/jatrlli, N.H, 
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A Wang. J C. edí.), pp. 1 39-184, Cold Spring Harbor I.aboratory Press, 
tâdd Sprinp Harbor. Nsfw» York; Figura 24-1 1 Saengcr, W. (19*4) 
Prmqjrirf ofNudck Athí Structurt, p. 452. Springer-Vertap. Nnva Yurk: 
Figura 24-12 I jurien Puider de Km nNijt. A. { 1980) LWA Kr(4tautm f f 
29. W.bL l(mrwn. Nova Yidk; l isura. 24- 19 krlicr, VV. t I975J ChafA. 
lerójhnn cí purifícd DKA-rcLuing cníyrnc (mm humin ti&uc mHurc 
cdk PtA. Sat. A(UtL Scl L-ü 72, p. 2S$3; Figura 24-21 (a) km» H. 
VVhilí, T, t JiTtsfun Boirv & Nít CATjrarrtlu Unrrrr-Jikdr da <_ jülõf ruj, 
Befkdr», Oepartamenrci dr Bkdogu t elukr e Molecular; Figura 24-23 
í bt Adi L OírtB e Donaid £. Ülin*. Taburator a» Nacional de Oak Ridggc. 
Figura 24-7 (b) bartnra Hamlulu, Umvrraidádc d* Galiíõeoia, trvuie, 
IVpiirlaineíitq de Mcilcxidir e Bioquímica: Figura 24-24 P,W 

hmteltA'nLuK Cniimurd, p 732. PruMetn 24- LO Kuger Kornbcrg. 
Liboniúmi dr Riulu^ü Vlulecidar VI RC. 

CAPÍTULO 25 Figura 25-3 (a) Rerrard Hirb InvlHurctSuiçn dr ttequuti 
FxpenmcntJb ^obreoOnecr; (c| Cairnv. f. t (963) Cold Spring Harhm 
üjrtnp Qtomt, HM. 28, 44: p. 737 (KornhtFg) AP/Wide World Photo*; 
Figumi 25-12 Biíirnhiit, í>. & Kortiherg, A. (1988) A idikIéI for imihition ,it 
origim of l JNA replicjtion. Cetí 54, 91 F-ItSi Figura 25-17 Wike, R r G, ik 
King, Í1,R | 19971 A tale of two termiriaLor!i... Síruilrirtí 5, 1-5; Figura 25- 
1H Brtice N. Àtrirs, Unhtríidade da Califórnia, Merkeley, Departamento 
de Húupilnüái c: Biologia Muletulan Figura 25- 20 Adaptada dc uma 
figiir.i fornevidj \hk Paul Modrkh; Figura 25-21 Adaptada de Grilley, M , 
tlriffiih, I., St Modrieh. P. (1993) BidJreciionri csditnn in methyl-directrd 
miwnaldi nrpair. h HM Chrrn, 26B h 1 1 .430- 1 1 . (557 ; Figura 25-2 í Watvnn. 
MJ., ti al.. í 1 987 1 Aíobifkjf BMagyaf (iu* <kne, 4. eii., p, 350, Beniiimin/ 
t umnuitjCi Publúhing í Aimpauy, Meiüo l\ark, GdlifArnia: Figura 25-23 
Adaptada dc uma figura thmetidj p<w Àã# Sanear Fipira 25-2* ibJ 
Rrrnard |nhn. Unreerudide Naemiul <b Auctralu; p, 755 iMcíTinloirti 
Al'/ Widk- World Phtnt**: Figura 25-29 (b| Hutifingluii Purter e Uavid 
iHoiier. Faculdade de Mcdidru de Haivard, |>qwlainrniD de F9mn4}i 
c4ogu: Figura 25-32 (a) (ohn Hruicr, Faculdade de Medióna da 
1,'nimcidãdr dr WarfnAgEon, I VparramenTo dr Bicjuiituca: Figura 25-34 
Rnta, A.I. Ot tara, \LM, t Í990) The RntA procnn: iíHxHnr and buMúfl- 
Cnt Hn mxtKm. Md Btd 1\ 4 1 M*4 F^ura 25-36 (a* Adaptada dr 
tKM F, liufMid, fYN_ St Ltuvnc. <i_| J. f 19971 SlruLtuie of t. re 
nrcufnhirwe complexed with PNA in a ute-tpocifk revnmbiiuIiiMi 
cynapce, Akihirr 389. 40 46 

CAPlTLT.tJ 26 Figura 26-7 R. L.milkk 1 1997 1 PNA polymrriaie dnle» 
hortte: jume .md lemiinatkia site rrcognilnirv, (ifl 88. 741-744; Aclrncl» 
26- 1, Figura 2 Carol Grosii, Univefüiiiadi < dr Wrsvsiiihirt-Madisim, 
Drpart.uiicnto de tslomatologi,;; Figura 26-12 fal Picnr Qiambon, 
Uborntdrtu dr Cknética Moleculnr de Fuk.iniJiu.H, Faculdade de 
Mtídidna (CNRSj; (b e ç) Chambon, P 1 1981 1 .Split genei. .Sei. Aw, 244 
(num). fi(S-7 1 ; Figura 26-15 Cech, T,R. I 19861 UNA as an eníyme. .Yci. 
Ajjl 253 (novembro). 64-75; p. 783 (Geeh) C(orbis/LIPl/Bettmann; 

Figuru 26- (6fl Krarricr, A. ( L996) The «ruefure and iuntLinn of protfki 
mvolvrd iu iiiiiiinniiaJLan pre-mRNA üpiidtlg, Atinu. Rrv. BMhertt- 65, 

3b7 "HO; Figura 26-2B Ceeb, T.R., Djmlverger. S.H., Bi Gutdf, R.R. 

( I9Ç)4J KrpreM-ntaiiiHi qf ihe seeotidary and teitiary «artuilure of grimp 
1 iiUnuth, SíriKí. Üw/. I, l?$-2Mt: Figura 26-29 Cecíj. T,R, < |9fHh) RN A a* 
jh cofunx’ Ví. Ant. 255 ( novembro 1, 64 75; p. 793 «Gnjnberg-hianagjik 
l oiifMj Mjiuhik (Ininbcrg-Mnupr. KHfuui APAVkJi; World 
PImiuk; p 794 í iemin> Corbn/UPt/BrttauilO: iNtimnrer APAVidr 
World PhutoK Figura 26-34 Haseltioc.W A & Wong StaaL F- I TítUl) 

The muIrvuLir hiutugr of the AlLk vtcui Vt twi. 259 r outubro:* 52-62: 
Figura 26-35 Kingsfmun, A4- St kinguiun, 5.M. 1 1 9M( Tr: a rruoclc 
ment mu>mg himaid. CVfJ 53. JM-JJJ: Figura 26-37 (a-c| Boeàe. U-V 
1 19901 tínmr iraAcLNptaâé, rhe md uf the t h^iittosome, and lhe erul 
uf liie. <XJ 61. I9J-195: íc) lutlt tlritfuh, I n^miJjdc d-t Carolitu dti 
Nifie em t hapd Hül. Cenlm Gera! do t Incer. p. 799 I Wqoe. Grick, 
Orgel) AP/Widc World Ptucoa. 

CAPtrtrtXJ 27 Figura 27-1 D.YV Fawcm/YultuJc Ltnhmkett p. *ltw 
l/aiTiivnik) Ttrpjru mento Jf Ititorni du Hospital Geral de 
Maiudiusett»; p, 807 AP/Wide World Pfaolos; Figura 27-12 tiuitlJ, 

K.R., et al. 11985) Comparative .inatomy of 16 S - ] i kc ribo somai DNA, 
Prttjf, .NíJcIfJf Aciti Ruí. Moi tiiof. 32, 155-216; p. 808 I Nhoranj) Cortesia 
Arquivos dit Universidade de Wicconsln, MatlUoni p. 818 (Nomura) 
((drlesiu MiiMyasu Nomura; p, 818 (Fhtllev) CúrbisAJPI/Bettniáíini 
Figura 27-15 Kitn, S.-FL. et al. Í1974) Threc-dimetulonjil tertiary 
sLrttilurr i>f ycan phenybLmine tranifer KNA. AtierfLr 185, 435-44(1; 
Figura 27-29 (b.) Stevcn L ML-Kriighl r Iímut L MilJcr, L/nivrrsidadc da 
Yirglnu, Departamento de Biologia: p. 833 ( Hlúbel : Cortesia í .untei 
UkihcL Universudade KockelVJIer. iTulade) APAYink World Phoros; 
Figura 27-43 Itl lohn Heuief, Faculdade dr Medicina tia Cniverudade 
de VVühmgiíiu, LVpartamentii de Bioquímica. 


t:APÍTULO 28 p. 846 (em cima c embaixo) E.B. Legeis. LpstitUtO de 
lertiokígia da Õlifúmil. Uivisdo de Biologia: p. 848 ( Jacob) L^orbiw' 
Bcltmaon: i Monodl Corln*/ BcUruann: Figura 28-7 Ihi Ifitarmay^’ 
(VvMial de M. L homas Kecord, I teiuirUtiKnlo de Bioquímica. Ifojvrr- 
udade dç Wücnfl^in-Maduoll; Figura 23-14 (■( M^kmght. S.|_ | |99l i 
Molecular npper* irtprne u^ulalion. Sni Am. 264 abril). 54-64: Figura 

28- 23 (a) VVatsoo. I IC ei al 1987 > Afubeukzr Bwto$y <4 ihrikne. 4. rd., 
p. 487, Reniamiiu L utTUfLiftgv 1'ublisbing Compattr, bimlo Pariu 

t alifbmu: Figura 2Í-23 Nomura, M.. Gotirsc. 1L, A Baughrnan. íi 
1984) Reguiition of thc rtdthrut of nbosor&e and nhocoírtal 
LPmpinenis. .Ainu Kr»: ttKVVm 53. 75-) 17; Figura 28-27 Mm D. 
i un n in gtham/VYsuil» L nJimitctl, Itgura 28-33 íãdnrabe. I VV.R * 
Khmkh U 1 199! t Be%^ind rme tlngerv síctchJ hormooe mxpum hm 
j ttmd clniiiiural motif for t iNA rnugnibuo. Tfjtmh ftotxhtm Vi 16 
291-296: Figura 28-35 I .H. Tuntcr. (>mirnidMk Je Induru, Etlnuming 
U>n. Departamcnlo de Bioktgui. Figura 28-37 (a) Whligjng l>rie«r c 
Chricliane Ntiülein Volhjnd, Mac Flanck-Ensürut; p. 874 tNiivdrin- 
\'u I h,i rd ) AP/ Wide World Fhutoc/Mark íennifun; Figura 28-38 
Aiitptada de uttui tigur4 ftirúec id»i por Marv Wickens, (JnivercidaiJe de 
Wlsctmsin-Madison, Departjmento de Bioquimica; Figura 28-39 tb) 
Cortesia Phillip Inghbtm, Fundo Imperial para Pesquiüi do C.lntcr, 
Universidade Oribid; Figura 28 40 (a c b) RR. Turner, Univertildade de 
Indiana, Blocmingioit, Deparlamciito dc Biologia. 

CAPITULO 29 p, H80 iBergl L ortesia Stanford Visual Arl Services; 
(Boyerl Cortesia GenctUcdi. (rn..; (Caihen) tÃMrlesia Stanfnrd Vi.sual Art 
ScdiLt-s: Figura 29-6 FJi/jbnb A. Wimd, Iniverudadr de VViM.onsm- 
Mndiium. Deparlamento de Btoquimiu: Adcndn 29-1, Figura ! |*hil 
Bt^den/líiDloCdil; Figura 29-20 Knth WYkxI. L nivvmdjde da 
i jhlornu* San I Vrj>\ I VpJfl jmenn ■ dc Biulug^a: FigUrt 29-21 Ur 
I isdihoff. I>rA- ífe BiHrtlnh. K,.S, | |9g7í Inwct toleram iruifgen«i 
tomaki planlL 3. «17-812. Folo corleáa Ikarid FitctibofT, 

Mnnuntn ('mnpan; Figura 29-22 lir b| ílm Boetteum, Uni>« 
cidade dc WTscírmin-Afadiwtn. IVpjrtammto de Agmw»mia. Figura 

29- 24 S-L Beinster e R_f\ ftammer. L rmvrsaiark da 
Faculdade dc M«lá.inj VctcrmJt i j. 

Modelagem Molecular 

REPRESENTAÇÕES GRAFICAS MOLECULARES Ejccto quambi 

inludu, liída a rcptrwtll.\j>i grjfu.j tOolcCiiilr Iik IdU ['ot Jcjfi \ vci 
Sgro. Rh. D-, m» neparumeruu dc Btnqiutmica da irmvrrsidadc ile 
Wiso-insin-Madlson. usando uma wprJbflalien da Silicon Graphics Unta 
e o segui ntés sü' l fi>vllrl , . 

UKASP íc/funjn:' de Aiillumy Nicholls. Veja NicholÇ, A,. Vliarp. K.A., 

Bi FJonig, B. ( L991) Prtitein inldmg and iissociation; insighu fmm 
íntcrladal ajid thernimjynaniic prtsperiíeH of hydrotkirlKins, Prtiírifli 
Jiirwrf. Fwpirt. Grrrei. 11, 28] 296. http:// 

1 m n to r.bioc.col u in b i a . eilu ,'g ruNp/ 

MidasPluâ software do Liborit<Vrúi de ComputrçÂQ Gratiu J,l 
U niversidade da (^iJifòfnU, 5a o Francisco. Veia Ferrin, T.t„ rl al, 1 (9881 
The Ml D AS dãsplay ivulern, / AM (,hTpíiiirj6. ! 3, http:,/ 
w«,tc .tgi UiiíLeduíOut reach muldcfil u v 

MOLMOL Vrja knraJu H . Billcier. M. r & VVúihnch, k i iw* 
MOLklOC a pnvgram lar drvpljy and jiuHtis o! macromolecular 
»lfuLlurev. / AM, Crapfao 14. 51-55. Kllp:// 

ccww.nKíl.bkjí.eLbj.ch/wulhf kIt-' vdlwjírr.- molrth.i4.‘ 

Motscript 1 vTTvões. M e 2,1 1 dc Prr Krautiv Viria Kraulxk. R.|, | T99| ; 
kKiLsCRlPT: i prognm (o pnaluce both deuded and scherrutic pktis 
of pnurm sinuniTéi. } Appi ( frUtiíL^r. 24, 946-956. hnp-j. 1 
too» JV j! j r-sc-miil ioipL ( 

RacMoí 26b lor Urus (-üRogrr Sacie. 1992-19*4) Uh u»ado pun criar 
cOdigiM de modelo para texiurav J<> Ah4úriptr'Ra5ir?3L), riterado em 
vcguida para acrescjcnur corre cepccificas ou leciurai Veja hup7/ 
w ww, um jvi.edu/ micnditt V r-temob 

Ristcr3Ll tv. 2M Ww Mrrritl, F.A. St Murphy, MJLR, (1994) 

R.isti-r H) version 2.0, a progjram for pNotorralichc motecuUr grjphics, 
Acta Crjst. D50, 869-873. 

Web Lâb V í ew er U te 3 . 2 w/fHVjri 1 dj Molecular SimuUtíon, Iik. http;// 
wvfw, mni.com 

Em alguns casos ü-s Intígciiti foram superpostas cmn PhótoShup 4.tt üü 
5.1) (Adobe, hítp://www.idnbe.en]n/) em luii computador M.uititosh ou 
mm Iniage Magjck ( hllp;//www.wi/ards.dupoji1.cain/CFLsiy/ 
ImageMagidc-hlnlll em uma «sirlsínliON da Silicon CrapliiLS Um*, 
COORDENADAS 1X35 ÁTOMOS ! *cmi quando indicado, ndas as 
cixirdcuados díw aiomo* loram obudas du Pralcin Pala Bank ai the 
Research CoILaboratorv ínr Slructurd Bicunformatjcs al http;-. 1 
íraw.n^.urgrpily Veja Bctrnan. II. M.. WcsibrnoL |.. Fmg, L 
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Gillibnd CS., Rhat, T.N., Weissig, PL, Shindyalov, 1..V, Bourne, P.E. 

1 2H.KJÜ ) The Protein Data Bank Nud. Aód$ Re*. 28, 235-242: Bernstein, 
RC, Roetzle, T F, , Williams, G.J.B., Mcyer, E.R, ]r. : 0 rji.:c, M.D., Rudgers, 
J.R., Kermard, O., Shimannuchi, & Tasumi, M. ( 197?) Protein data 
bank. A Computer- based arthival file for tnaeromolecuhr struetures. ). 
MoL Biol. 112, 533; e Abola, E.E., Bernstein, F.C., Rryant, S.l I., Knebde, 
T r R, & Weng, J. (1987) Protein data baitk. In CrystaílogrBphic Doíatm- 
fj — ■Informatiati Çonünt t Software Symms t Scietaific Applications í AJ len , 
F.H., BergerhofT, G., ik Sievers, R., eds.), p. 107, Çomiysáo de Dadók da 
União Internacional de Cristalografia, Bonn. 

Algumas esltuturas (indicadas a seguir) tórain criadas usando o 
Sybyl 6.2, Tripos Inc. hítp://www,t ripe tH.com/ 

Capa PDB ID: I AON E Xu, Horwkh, A.L., & Sigler, P.B. (1997) The 
crystal strueture of tbe asymmctric Cn>El.-GroES-( ADP) : , chaperonin 
complex. Nnturc 3KB, 741 ; PDB II í: IVTM; Pattanayck, R- & Slubhs, Cl. 

\. 1992) Slrueture of lhe U2 slrain of tobacco mosaie virus refined at 3,5 
angstroms resolution using x-ray fiber diífraetíon. / Mol. BinL 228, 516; 
PDB 1D: 1LXA; Raetz, G.R.H., k. Rodcrick, S-ti (1995) A left-handed 
parallel p-helíx in the strueture of UDP A r -a.cetyl glucosamine acyl- 
transferasç. Scknce 270, 997-1000; PDB ID: I BMP; Abrahams, F.R, 

Leslíe, A.G., Lutter, R., Sc Walkcr, J,F, ( 1994) Strueture aL 2.8 À resolu 
iíoji of F, ATPase from bovino heart mitochondria. Native 370, 621; 

PDB IP; 1 MRO; PhLllips, S.E.V. (1980} Strueture and refincment of 
oxymyogíobin at 1.6 angstroms rcsulution. /- Moí. liiol. 142,531. 

PARTE I 

figura 2 '23c PDBID: 1)H>; Marvin, D, A. (1990) Model-building studies 
of .mdvkus; genetic variations ou a geonietric theme. !nt. /, fliuf, 
MacrómoL 12,125; Figura 2-23d PDBID: 2DPV; Tsao, (., Chapman, M.S., 
Agbandje, M„ Kellcr, W„ Smilh, K„ Wu, II., Luo, VE, Smílh, T.J., 
Rossmant), MG., Compans, R.W., & Parrlsh, C.R. (1991 ) The three- 
dimcnüiona! .siructure of ca nine parvovirus and ití functiona) implica - 
tions. Srieríce251 3 1456; Figura 2-23e PDBID; 1EAH; Lentz, K.N., Smilh, 
A.D., Ceisler, S.C, Cox, S., Buontcmpo, P., Skdton, A., Dtmâftino, ]., 
Rozhon, E,. Sdiwurlz, J., flirijavallabhan, V„ 0'Connelt, J., ik Arnold, F. 

■! 1997) Strueture of poliovinis type 2 i^nsing complexed witb antiviral 
ageiu Sch48973: comparison of tbo strucíural and biologicaJ pmperiie.H 
of ihree poliovirus üeroLypes- i’frui:íurç 5, 96); Figura 2-23f PDBI D: 
2BPA; MdCenna, R„ Xia. D,, Willinginaim, P, tlag, L.L, Kri&hnaswamy, 

S., Roasmann, G., Olson, N.H„ Baker, T.S., ik Incardona, N-l- í 1992) 
Atornii. strueture of single- atranded DMA bacleriophagc phiXl"4 and 
its functionáJ implicabons, Nature 355, 137; Figura 3-7b,c coordenadas 
produzidas por Sybyl; Figura 3-12 PDBID: IAKX; Brndsky, A.S. & 
Williarnson, f.R. (1997) Solution strueture of the HIV-2 Tar-arginina- 
mide eomples. /. Mol fiiiri- 267, 024. 

PARTE II 

Abertura (p. 86) PDB l!>: 7GCH; Brady, K., Wei, A., Ringe, D., k Abeles, 
R.H. (1990) Strueture of cbymotrypsin-trifluoromcthyl kètone 
inhibitíir eoiTiplt-KC?;. Comparison of slowly and rapidíy equilibrating 
inhibítors. Biochemiííry 29, 7600; Figura 6-1 PDBID: 6CSCH; Brady, K,, 
Wei, A,, Riiige, D. h Bt AlieJes, R.H. ( 1990) Strueture of chymotrypsm- 
trifluoromerhyl kctone inhibitoT 1 eoniplexep;. Comparison of slowly and 
rapidly equilibrating inhibítors. BiochemUtry 29, 7600; Qjordenadas de 
gliciiia dos tompoHlo.H ila 1^a?de de dados de Sybyl; Figura 6-4c,d, 6-5 
PDB ID: 4i KG; Satysbur, K.A., Rao, S.T, Py/alskii, D., Drendel, W., 
Greasen M, t &. Sundarajingam, .VI. 11988) Refined .strueture cbitken 
skeletal musde trojxmin C in lhe ttvnV-caleium smle at 2-angstroms 
resnlution /. Biol Chem. 263, 1628: Figura 6-12 PDB ID: ICDG 
(modificado); Lawson, C.I-> Van Montfnrt, R., Strokopytov, B., 
Rozébnom, H.]„ Kalk, K.H„ De Vries, G.F., Pcnninga, D.. Dijkhgizer], L., 
8í Diikstra, BAV. (1994) Ndcleotide sçciuence and ^ ray strueture of 
cyclodextrin glycosy Itran sferase of HacMht?. rÉrCw(íir?í strain 251 in j 
maltosc-dependeni cr y. mal forni. / Mol Biol. 236,590; Figura 6-16 l f I>B 
ID: lMBO; Phillips, S.E.V. ( 1980) Strueture and refineinent of oxymyo 
globin at 1-6 angstmms resolution. ;Víoí. Biol 142, 531; Adendo 6-1 
Figura ld PDB ID: 2MBW; Bru.ckcr, E,A„ Olson, Phillips, G.N., fr„ 
Dou, Y„ k Ikeda-Saito, tvL ( 1996) Fligh resolution crystal struetures ui 
the dcoxy-j uxy-, and aquomet-forms of cobalt myoglobin. }. Bioí. 

Chem. 271, 25,419-25,422; Adendo 6-3 Figuras 3b , c Criadas por Brian 
Vnlkmari, National Magnetic Resonanee Facility at Madison, usando 
MOL. VI OL; FDB ID: IVRF (paru- b) e I VRE (parle d); Volkman, B.F., 
Atam, S.L,, Satterlee, J.D., 8f Marklcy, f.L. (1998) Solution strueture and 
backbone tlynitmits of component IV-gJycera dibranehiata monomerk 
hemoglobin-CO. Biocftemisfry 37, 10,906-10,919; Figura 6- 18 (à 
esquerda) PDB ID: ICCR; Ochi, H., Ha ta, Y., Tanaka, N., Kákudo, M., 
Sakurai, T, Adiara, S., & Murita, Y. [ 1983) Strueture of rice ferricyto- 


chromc r at 2d> angstrorris res<dü|ion. / Mol. Biai. 166, 407 (centro) PDB 
ID: 3LYM; Kundrot, C.E. ik bichards, F.M. (1987) Crystal strueture of 
hen egg-white tysozyme at a hydrostatic pressure of 1000 atmosphcres, 

/ Mal Bwt. 193, 157; fà d irei u) PDBID: Howliii, B„ Moss, D.S., ik 
Harris, G.W, (1989) Segmentcd anivutropie refinement oi Knvine 
ribonuclease A by the application of the rigid-body Tlü modcL Ar tis 
í.Vy.rffdli?gr., SécS. A 45, 851; Figura 6-19 PDB ID: 4' I NC; veja a citação 
em F'ig, 6-4c: Figura 6-20d (i esquerda) PDB 1)9: 7AHL; Song, L, 
Flobaugh, M.R., Shustak, C., Chclcy, S., Baylcy, H„ ik Gouaus, ],F, 
í 1 996) Strueture of staphyiococc^ ahemolysin, a heptamerie trans- 
membranc pore, .SetfMCt 1 274, J 859; Figura 6-20d (à direita) PDB (l>: 
IDNP; È J ark, H.W., Kim, S.T, Sanear, A,, & Deisenbofer, ]. ( 1995) Gryslal 
Ntruclure of DNA photolyase from Esoherichui lolt. Scíctiop 268,186c»; 
Figura 6-21 PDBID: IPKN; Lar sen, F.M., Laughlin, L.T., Holden, H.M., 
Rayment, I,, ik Rced, C.l I. ( 1994) Strueture of rahbit inusde pyruvate 
kinase complexed with Mn*', R', and pyruvate, Bk.ii kcfn [?íry 33, 6301; 
Figura 6-22 (ioda a) PDBID: 1 A06; Sugio, S., Kashima, A„ Mochizukt, 
S,, Noda, M., k Kóbayashi, R. ( 1999) tirystal strueture of human .ser um 
albumin at 2.5 angstrom rewshuion, Pjfjfpói ÍTjig. 12, 439; PDB ID: 

IBCF; Brolow, F’., Kalb (Gilboa), AJ., 8í Yariv, ]. i 1994) The structuine nt 
a uni que, two-fold symmetrie, haem-hinding site. Mif. Strm-f. Biol. I, 
453; PDB ID; IGAI, Altóhift, A.IL, Stofler, B., Eirsov, LM., Svensson, B., 
ik Honzatko, R, B. (.1996) Crystal lographic eompk-v«i nfglueoamylase 
with màltcmligosacdiaride analogs: relationship of stereo- Chemical 
distortiems lhe nonredueing end to the eatalytic meebanism. 
Bíciéísemjífry 35, 8319-8328; PDB TD; 1ENH; Clarke, N.D., Kissinger, 
C.R., Desvariais, |., Gd li (and, G.L, ik Pabo, C.O. (1994) Strtielural sl.udieü 
of the cngrailed humendonwiu. FVoreijj Sti. 3, 1779; (toda pi PDB ID: 

I HOE; Pflugrath, ].W„ Wiegímd, G., Huber, R., 8< Vertesy, L. {1986.) 
Crystal strueture determinatLon, retincment and tbe molctukr model 
of the a-amylasç jjihibitur Hoe-467A. / Mol Biol. 189, 383: PDB LD: 
ILXA; Raetz, C.R.H. ik Rodcrick, S.L. (1995) A left-hàndcd parallel |3- 
helis in Lhe strueture of Ll DP AVacetyl-glucosámine acydtransferase. 
Saence 270, 997-1000; PDB ID; 1PEX; Gumis-Rulh, E.X., Cohlke, C„ 
Betz, M., Rnauper, V., Murpby, G., Lopez Otin, C., & Bode, W. (1996) 
The helping hand of collagtnasc-3 (Mmp-13): 2.7 A crystal strueture of 
ích C- terminal haemopexin like doinain. ). Mol Biol. 264, 556-566; PDB 
ID: 1]PG; Wright, C.S. A Hester, C. (1996 ) 2Ã SLructure <»f a cto.ss- 
linked complex betweeu snowdrop lectin and a branehcd penta- 
mannoHiíle, Evidenee fnr two uiiit|ue hindi ng modes. Strueture 4, 1339 
1352; PDB ID; 1CD8; Lcahy, LU„ Axel, R„ k 1 kndriekstm, W.A. í 19921 
Crjmlal strueture nf a soluble form of lhe human J' eeL! co- receptor Cd 8 
at 2.6 angstroms rcsolution. Cfíl 68, 1 145; (tt/|3} PDB 3D: IDE! I; Davis, 
C.]., Stone, C.J., BOsron, W.F,, ik Hurley, 'LD. (1996) X ray strueture of 
human) |L fü.i alcohot dehydrogenase: lhe contribuí ion of iemie 
i nterac tions to eocnzymc binding. f. Hhl Chem. 271, 17,057-1 7.06 E; 

PDB ID: 1DUB; Fúigel, C.K., Vlathieu, M„ Zeelen, UL HLltunen, J.R., ik 
Wicrcnga, R. K. (19961 Crystal strueture of enoyl-coeiizynie A (CoA) 
hydratase at 2.5 angstroms resolution: a spiriil foi d defines the Co.A- 
binding pocket. EMBO I. 15, 5135; PDB ID: IPFK; Shirakihara, Y., ik 
Evans, P.R. ÍI988) Cry.stal strueture of tbe complex of phospbofructold- 
nase from F.schcrichitt rwií with its, reaCitm prndueis . }. Mui. Biol. 264, 
973; ia-p) P!>B ID; 2PJL: Forcst, K.T., Dunham, S.A„ Koomcy, M„ k 
Taincr, J.A. (1999) CrysLallograpbiL strueture of pbosphorylaled pilin 
from iVeifjerfír; phosphoscTinc sites modify type IV pilun surface 
ehemisiry and mnrphology. Mui. Bicrobiol. 31, 743; PDB 31>; LSYN; 

Stout, T], ik Stroud, R.M, ( 1996) Tlte complex of the anti -câncer 
tJierapeutk, BW1843U89, with thymidylale s>nithase at 2,0 A rcMsluúnri: 
implleations for a neve inode of inhibition, StrHrfure 4, 67 - 77 ; ( J [)R (D; 
IRMA; Ormo, VI.. Cubjtt, A.B., Kallio, K., Círnss, LA., Tsien, R.Y., & 
Remingtorr, SJ. (1996) Crystal strueture of lhe Aeqits * neü ejVíuriK green 
ll Ljurencen L proteiu. .SVtejhv 273, 1392; PDB ID: 1U9A; Tong, H., 
Haleboer, G., Perrafcis, A., BtTnards, R., ik Si* ma, T.K. ( 1997) ELrystal 
strueture nl" murine/human Ubc9 pro vides insíght into the variability 
of the ubiquilin-cnnjugafing syfttçm. /. Biui. Chi m. 272, 21.381-21.387: 
Eigura 6-23 PDB IL>; 2HF1B; Rermi, G., Perutz, M.R Shaanan, Bs, ik 
Fourrne, R. ( 1984) The crystal strueture ot human dfdxyhaemugjobin 
at J.74 angstroms resolution. /. A-íní. BrnJ 1 - 175,159; Figura h-25a PDF) ID: 
2PE.V; Filman, D.]., Syed, R., Chow, M, Macadam, A.L Minor, IU>„ ik 
Hoglc, j.M. (1989) Strucrtural facturs thal çnntrol conformational 
transitions and serotype specifidty in type 3 polio virus. EMBO J. 8, 

1567; Figura h-25b PDB ID: ÍVT.V1; Pauauayek, R. ík Stubbs, G. ( 19921 
Strueture of lhe U2 strain of tobacco mosaic virus refined .6 3.5 
angstroms resnlution using x-ray fiber diffraetion. /. Mol. Biol. 228, 516; 
Figura 6-28 Informação pessoal dc Y'ong Duan e Peler A. Kollman, 
Universidade da Califórnia, São Francisco, Departamento dc Ciência 
Farmacêutica; Fig^ru 6-31 PE>B ID: 1 AON; Xu, 7., Horwich, A.L, ik 
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Siglcr, f'H. ( 19971 ffre cryital strueuire oí lhe Jtymmrlrk CroEL- 
(.foihb IADP); chüpcrurtin ccWtplt*» Niifurr 388, 741: Figura 7-lc Hcmc 
cvEr.ihEed ifce PDB ttk ÍCCR; vcpj LiNyJo pnm a Fig. o-íB iá esquerda): 
F^urti 7-j, 7-5. 7 b U esquerda! PDB IO lMRl>: Phillips S.LV. < |9MI 
Sin.kiurr and refine meiu <>l tm-myugkihm ,u I h jngsiroms molulfon 
/ AM, iHiiPÍ (42. 5L' I : Figuras 7-fr « á Jireiia, 7 8, 7-9a, 7- 10, 7- 1 1 nlid» 
Th 7-17 PDB f[>. 1HGA: Uddmgion, R , DctewnuU, 7„, Dodwcm t,,, 
FiuKviht, k_, & DueLom CL 1 1992 1 fligjh rmluliofi cryttil stmcUirtn 
und compactuim of T Uaie droayhaenjrigliibin ííkJ twu LgandeJ T- 
ítatc lucnT*i|tlt'ibir» T • a -oiy foif jrwgk fom ao4 Ttmctl hacmo^ptihin. /. 
3L4 Mimi 22*, 551. Ml Fig. 7-17. à\ em mimada* par* 20- bklosfoglu cr 
alo üinDi ofrtiJaa ilf Paul tedn^ I jcuMjiIí’ Mf üedey, DepartamenUi 

iic í^nmK<: Figurst 7-10,7-11 estado Rf PDB U>; 1HBB: Silva, M.M , 
Koprr*. P:l l , & AmtHV, A. i Í992' A third tjujlcTiLiry -armiurr oí 
h uni ,111 hcTOigltibin J Jl 1.7-anptninii mululKW. f. Riii( Olffll 107, 
17.248. Na t »g 7-1 1 estado R lui modiíkadn pata represemur O. <n> wí 
de OD; Figura 7-21 PDB ID: IDDH; U. H.. NaUraíaft, K„ SfolchÚHli, 
F+L, Mjurftulks. D.H.+ & Mariuzza, H.A (MJSHf ThruT-diTntrns-Kiniil 
Mruciun: oí H-2Pd c*Mnpfe*ed wilh nu miniuiindoniinam peptide de 
iiLjjiian LininurKwJcficicncy vírus envelope gjycoprLitem 120. f. Mal. íth L 
283, |?9; pleura 7-23b PDB IL>: IICÍT; I t.irrÍH, [,.|. h 1+arnon, S.B» Hosd, 
K.W., & Mi Phersmi, A. {1997) Rclitied mructw of an iíitaet IgG2À 
maoafttHiül u n I íIxhI^l flforitffrtisíry 36,1381; Figura 7 -27a PDB tD: 
tClíit ; St.mUeki, R. L, Takknotb karnlmura, VI,, Rini, f,M„ Pndy, A- T. 
Ifc Wilstm, L.A, ; 1993) Major iinligcn-induwd tlomaín rcjrrjiigtmcnt.s 
in ,m itiIliMy. Slrtrffiírr L 83; Fipura 7 Xlbx Pt lh llk KiC.it; Rilll, J.M 
SLmfidd, R t . stura. F.A. Saltrus PA,. Ptoíy. A-í'. r & Wilson, Ij3. 
i (44b * r^ijil %iruL~lure of j n humjii immiMHitltlWirncy vírus [vpt I 
iKUlNtlíih^libudy. 50ll . in uumpln wilh ih VJ Ivop fVflidc 
Jtlíi^n* PlfiK MiilL A.iJií Sfi t‘SA 901 I>.I23; fiçura 7-29 Inldrinj^ ju 
pj-vM ijí de Ivjii kiymen!. liuliluio dj himma e I Vpurtanxtiro de 
BioquUüM da L ‘]mtr>iLÍjd.f de Uninmti M ad hiin I Víjj tjmhílll Pt >R 
íí» IMVSfc Pifun 7-30 Infcirmj^jki povMi dc hran Ravincni. Iniiúuin 
ila c iVpATLiny-nlo dc Skn{umiKJ dU Lbihvmidadr de 

WiKiKlvin-MadLuwr; Figura 5-1 H>B 1I> 'GDI; Brady, k_, HVi, A, 
Rmgr, llu & Abetes, ILH. í 19901 Sirucmrr >4 íhrmnlrvpsjn-lriftuorimTi 
elhvt kctofir inh^itm cnmplrvs (.oitlruriwi dÍ ilowK- and rapidh 
i-i|uilihi,iung mhibilors flhv/nTWL*m' 29, Ttrtl; figura JM PfiH |[> r 
IRAI. Mwjvj, M IL & kraul. |. ta vr puhliudul hw}' JLlki vut*d<H*iJiM 
mcivemenli in the nuvhanjsm of Eieht rte k i u <^r <üh>'íln>fnbic rrdik 
tflw tf yM dkfnphú evidenee; Figura lt 1 8b,t ,d 1 J I SH | ] í; 7GCH ; vei ,i j 
dl a v Ao ii J-i|i. 8- 1; figura B-21a PUB tl>: 2YHX; Andcrwin, C-M „ 
Stcnkanip, R.h.. Bc Sicita, T,A. 1 19781 S<'quctldng a proicir by x ray 
frysutlngraphy. It. Refincmenl of yv.^t hcJiLiklltawi B coordinateü aml 
ücinuriite iii 2.1 angstroms. /. Af ot. íiwL 123. I S; Figura H-23 b PDB ID; 

] H Kti; Sldtü, I , A , , Shfjhaoi, M„ Bt ÍSennett, W„S„ fr. ÍI983) Structurai 
dytiJnikfl ui yrast bcsoltinasc ciuring cnt.iiy.iia, Pinha. Trnrtí, li. Stn-, 
Lonévn, *iH'r H 293, 4-3, As íoordenadiu iie gJknw (tiE.C) foram 
[ranshirriudjs a partir de PDB tl 3; itit.R; Si, c.h.irlrs, R.. Harri&nn, 
K.W.. IklMU.. Pükiv 5J r . Jk Webcr. Í.T. Ü994) MoIctuLií mndel ot 
biíiti.m heia tcll glotcikiruise buib hy jii.ilogy m ibe Cfysial stniclufe ol 
ytttti hc^okjii^e B. I*nln-i£*43 t 784; Figura K-22h Pt »B 1I>. iONE; 
t jrvr». Md.. VVídetind. J.F-. lUynxnl. I-, ^ Rerd, G.H : I99b| A 
ufh>»|jlf of lhe iutalnle hrid^n lhe mjgrioiuru fons ,it rhc 

jdbr tiu of ciubv: j m± i u re nf lhe vf 4 V nuynu Lompifud wilh lhe 
eifudihfiumi ranture of I-phtwpfKtghcerjíe and phtMphtseririJpTTuvaie 
41 1* A irvolution. flhvteTTfam- 35. 4 4+ Figura * 24 l'l>B ID: 2ATÍ 
Stevens Hf.. Rernis;h. k.M„ & Ltpsomb. W.M. Vinlesutar vtrmrturr cd 
fturií/iíí jufrrifo asfortàie trai&urhinsMavr jt 3J> j,ngsTroms troIu 
I wn Pnn .Niirf 4,iíd. ífi USA Bi, bfl*7 l pw| t Agtadn- irtienti», a 
Raytmmd C- Slevens ■ L nivenudade da ( jlifomu. herkelcvf por 
fornecer cmirdemíkíi rctadooadav viínetncdnienle; Figura * 29 PI1R 
5P 3A54V; Oikonoirukos N.G., bil^ivni, X F,, /ographos S.E-. 
Munuilh, \'.’l^ (ioldinann, S., & Bi^Lhnll. K- ( I999i AjJüSíerit Ulhibi- 
lion glycogni pbosphoryiasc j by lhe pnlcnlial amidjabdic dmg 3- 
ifopropyi 4 1 2 • l h loníphenyi ) - 1 ,4 -dih ydr o • I -el hy I - 2 - methyl ■ p yr id i n a 
3,3^P-irjcAfboicylatc. Pnrfeíir Sri. 8. I9,3[]. IMP ( inovfoa mmtTÍoyliiio) 
fniraidii de PDB II > ZbKli; Oikononiflk+is, N.t!., /ograpbos, S.H., 
TsilMitifHi, K.l ., fohnstm, t,.N., 8t AL-hiifyü, K.U. (L99fi;- Activator animi 
binttiiig sik' in pyndoxkit pbosphorylüsí li The binding üf phosphite, 
plio.ypb.ue iind (■luomphosphati; iu the tryyriil. ftçtfin Sd. 5, 24Lfi; 

Figura 9-26 Upõpofissacsrkleó ít.PS) dc PDB tt>; 2FC’P; FcrguMin, A.lí-, 
f lotrii.uiii, f„, tfoulton, Í.W., Ditfderichji, K.. 8 í WcUe, W. U998) 
bklcruphíirc- [iicklLjted irou irjnsporc cryttai structure ot FhuA wilh 
(hhiihI bthtjhdysícchjride, Sdtttct Hf 2. 221 5-22211; Figura tO-13 
i 'oordenada* produzida por bvhvi Figura 10-19 t 'tMindcrudUs 
pnwhi/idu pif Sybyl; Figura lü-2 2b PI )K íl> flUdv, AsetlfKC I.L. 


RmwTL. T. t & Lane, A-N. {1998J- Cfompariaon of the soltirinn tírixium 
ol >n liamolmilar DNA tnplc bebees ytsntainíng jcifiocnt jml fku> 
.Higicem GG.L+ triplels. NwL And» ftrt 2b, .tó77-3elif>; Figurj Hl 22d 
Pim lüt IQDÍJ; Mjraihias V.M. SYang, kV. kuirtar, 5 . Swnmmalhan- 
S,, & Polion. PH- í 19963 iMernmtalion ol ihç uumher and locàlion oí 
Ihr nuingjnese bindmg tiles ol UNA quadruplne^, m solulion hv FPR 
and N\lk ui the pncvrvf j fkI dwive ol Érofllhm. f. MtÀ. 2b0, 

178 194; Figura 10-2S l nordeiudai pnxlimiUy por S*fryÍ; Figura (0- 
2Jta PDB ID: lTIA; Vlr>thnf. F, A StiraLUndíngam, M. U95ei Restrauied. 
nrtlnrtnrnt of thc rminúclifik liwnt ot veJst phenvLdarnne tf inder 
RNA lcmperatLrrr bcTon and thtLuiuõ. iDunimttnl watrts and btite 
|uu prupdkr rietsi angkf, fti,xhriwirfn 23, 4Hf4t; Figura I» 2fk PJ >H 
II * JMMEí SLtítt. WAl.. rm t k ir. bí klug, A. L1995, lhe 
nrut-iure oi an all-RS'A hjmmçrhejJ íiUva tnr a pcofs>wJ mnhanivm 
1 1 íí R \ A calalvl ic cfcavjgr 1 di 8 1 . 99 1 ; I igura HF2Ad FT ifl lí' 1 1 íK/.. 
i rtildt ik Hl-, Üooding, A R.. Poddl. UR , & Oxh. T.R. í 19981 A 
preorganiíed aclive me m llu- trivial itructuirof lhe icimhyttítmt 
tilwyrut- Stícncr 282, 239; I ignruy I l-tl.b, 11-2, 11-11 ÜHinitmlj'. 
iIli% tilrnpnsios da base de diidm de Syliyb Figura ll-N Oiurdnudds Jc 
PDB de Davr Woodcnck, Fatuidade ii,i Universidade de Ükmna^iui. 
Kdowoa. Unlúmhíii Britaniea, Depsirtamento de CJulmíc. 1 ; FLguFg 12-12 
< nnrdenadas de proieltifis de PDB ID: I.AHA; Swairjn, M , A . . ífonehd, 
N.t>,, Kati^ei, M.A., Dednian. |-R,. &t Seatnn, B,À. (19931 (, !.r 1 bridyliig 
niechanism und phosphnlipii! be.iJ graup recognition m lhe mem 
brane-hinding protein annexin V. Siit. StruLt. BitíL 2* 9*8, Ma miai mente 
.Ktipijd.ti a oaordenadkLH dc unud,h duplas de Upidioy obEklay de 
l leller, H„ Sduílcr M. £k Sduillcn, R . 1993) Mote*. ul.ir ilviuntits 
simulai iois oi a biLiver of 20fl IjpkU in lhe gd and in lhe Injuid vrysijl 
pkues i PhpCJvm. 97-8343 83MF Figura 12 15 PDB ID. 2AT+ 
MilsuoRj. K . Kífji. E.. Mural j. K . Mivjjjwj. A.. Kídcra. A-. Kimura.3-, 
6 fuiitinhi, V. i Ib+ii The sirutiurr of tuaeriof hiMlupsirt ji .1.0 A 
nrMiluTion tu»fd on declcon m iiaffography: impfkjtfon of (hc yharge 
diunhution. I MA fin4 28b. *M . Figura 12 16 PDB H> I PRC 
f VjyenhntcT. U Fpp- Q, SmíUng, I . & Mkhd. íi (a srr pubtfofckit 
* VssulfogriphiL trfinemcni at 2. 3 anguronu moftKMm and mtned 
modtJ of lhe phímwTilhrtK ífUliun temer Inim Rbdcfwulviionili 
i rrutfo; Ftgura 12^8 n>Fi ll>: 2K P. herguion. A.L\, Flotmann. I . 
t < ml tnu. I \V Diedemhs k - A IVHtr. VA'. : 1998 > Sidtrophore mecluled 
mm tfjmporl; erystal slrutfiirr of IhuA wiih bcnmd lipopofyvitthji 
ride. líu rfic 282+ 2215-22211; Figura 12-37 Coordenada* prrp.il ,id.i* para 
ti Museu Virtual dc Minerais e MoI^CuIik, hllp:// 
www.snjk.wjsíi.edu ( i'virtiij muscum by Phillip Barük, Universidade dr 
Wiwnnsin-Madiscm, DepiirlmnntUi de tli^ntia do Sola. usaridn dadins 
dc Nctiperl- Laves, K. & Dobler, M. 1 . 1975? Fhe crj^tal slrunlure t>f .i K' 
ccunplen of vabnomycin, ih'h\ l.lrnu. Aeiu 58,432; Figurn 12 V hin ,!>,«. 

PDB ID; IBLtt; Doyk D.A., fjbrai, J.M.. Ifuctzjier, R.A., Ku», A„ 
t inibis f-M„ Cnherl, S,1 CJhült, B,T,. ik Mat-kinuon, R. f I94R) 7'be 
lEroctirre of tbe ptUassium cbimtiel; molecular basis of K ' condiu linn 
Jtld adectWify- SrÚTtrr 28(1, 69; Figura L2 43u,b PDB ID; 2FCF; s-era a 
CVtoçlo pjra j Fig. 12 E8, f igura 1302 PDB ED; I.AZS;T«mer. t |,. 
Suiulura, R-R-. lülman, A.t , , Sprjng. S+NL { I997| Cryvtal vrnutore 
■ »l ihr tJiahlk dumaint oF jdentiy l cyckise in a cnmptrx wnh 
i;,..*4.11 t íS. 5flww 278+ IHÍ7: Figura I 3-l4b Pl>B 1L>. lYUS, Fngh. (LA.. 
tumd. A.+ kinní, V., Ffyhef. R,. 6 HowíiiSOtr. D. J 19961 L tmlií 
yinKturev of catoJvts tuhuiui of cAMP-tlcjmdent proíetn kiruv it» 
tompAn wilh úoquiTifiiíricmlRmvl prrrtfm LiUsc inhifwiorv H7+ BR, 
and H59. Stiucturd impfx jTwmv íur wícvtmty. /, Bfof. (T*rm 27 1. 
2*057 Figura 13-19» PDB ti> mi: tdu 1 1 opadhvivi. R.+ Strjd f 
W£+ \feans A.R., (Jbinslvu f 1 19921 A cafoiodiilin muclurc rrhncd as 
1.7 angvtFuint resOulmn / Mui /M, 228+1 177; Figura I3-I 9h UH ID; 
llJJI. Meaiisw, W-E., Molll. A R-. & l^mudli', F.A. | IWt largei 
nvrymc revognition hy calmoJulin; 2-4 jngumnis siruclure of a 
talmndulin peptwJe lomplrw .‘Ví uwr 257,125), Figura 1+3-22 PDH (!> 

Hf At ; L !hnu, k_-C_+ (TarliCti, |. , Kiaggiora, ti.\1.+ Pamdi+ LA„ A Si hui/. 
M-Vv. ( 1992} An enrrgy-b*ied apjsrojth (o pjL-ting tbe 7-hrliü buiiJJt- 
ui hacleriorbodopán. Praicm .Sn. 1+810: Figura 13-3 la PDB IP»; 1HUK: 
Si-hul/.c-tjülinien, IL, Dc Boiidl, H.L fk K.ím, S.-H. 11996) Ehgh 
rtJiululfon trystal Mtucturci ui buuun eyclln-depcndçnt kinuR-wi. 1 2 with 
and wiihmii ATP; buutid wüicrs msd nalural ligand ,lh guidfü íur 
tu liibitor design. K Meti Citem. 39, 454(3-4346; Figura 13-3 lb RDM 11 >; 
IHN; leftrey, RD-, Rusmi, A, A-, Ptolyftk. K., Gibbs, EL, Hurwil/, f.. 

M as.* jgue , f,, Pavlciicb, IN - 15 í (995) Ml-cRjiilsiti of Cdk actiwitfon 

reveatcd by the strueture of a cyclin 4-Cdk2 ccmpIvA. StiHuv 37b» 31.3; 
Figura 13-3 te PDB ÍE* Ukl; R»wi+AA+ kffrey+ RD, IX Rjv|cheh+ N p 
I |S%| Slruilural husis tvf cyclin dej-Sílldeni Liitasc aelrvatkill hy' 
phosphorylarion. Sot 5fr«rf. 

Rftti 3, b9f.+ 
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Abertura (p. 378.) PDB II 3; IQOl; Stock, D., I«iiic, A.G.W., & Walkciy J.E, 
í I 999} Molecular architrcture of Lhe rotary motor in ATP syntha.se. Seitmee 
286, 1700- 171)1 àh colunas <lc proteínas foram calculadas a partir da 
entrada de Ca PDB com a utilização de MIDAS-PLUK e Syhyl; Figura 13-18 
PDB TD: IPFK: Shirakihara, V. & Evans, PR. (1988) Crystal strueture of the 
cnmplev oí p h m pho fr ucto k i nas e de Esthtrickki edi with its rcaction 
produets. /. Mol Bid. 2.04, 973; Figura l6-8a PDB 1D: 5CSC; Liao, 13,-1., 
Karpusas, M,, fk Rémmgtcm, S.J. ( 1 99 1 1 Crystal stmeture of an open 
conformation of dtrate synthase from chicken heart at 2. 8- A resolutirm. 
fíiítir/iejTiÚTn.-- 30, 603] -6036; Figura 16-Bb PDB ID: 5CTS; Karpusas, M., 
Branehaud, B., & Remingion, 5.J. (1990) Proposcd meehanism fbr the 
condensation reaction of citrate synthase. l.-9-angstreiiis strueture of the 
Eçrnary ctjrnplex with uj&loacetatc and rarboxymethyl cocnzymc A. 
Biothemistry 29, 2213; Figura 16-10 PDS ID: ISCU; Wnlodko, W.T., Fraser, 
M.E., James, M,N,G„ & Bridgcr, WA (1994} The crystal .strueture of 
sucetnyl-GaÀ synthetase from Eséterichia edi ul 2.3 angslroms resolution. /. 
Bwí. Chem. 289, 1Ü.883; Figura 18-5Cíd,e PDB [D: IA]S; lthee, S., Silva, 

M.M., Hy(Je h C,C> Rogprs, P, H . , Mel der C.M„ MctzJer, D.E., fic Arnone, A. 
(.1997) Kefmement and compartsous of tlie crystal struetunes of pig 
cytosotic aspsrtate ammutransfcrasc and its ootnplcx with 2-methylaspar- 
tàte. /. Bid. Drtm 272,17.293; Figura l9-5d PDB ID;IFRD; Jácohson, B.L., 
Chac, Y.K., Maikky, |.L, Rayment, L, & Holden, H.M. (1993) Molecular 
struelurç ol lhe oxidfeed, recorri bltlaOt, heterocyst (2Fc-2S) fcncdoxin dc 
Anabaena 7120 determioed to 1.7 angstroms resolution. Biochemistry 32. 
6788; Figura 19-10 PDB ID; 3 BJY; Wa, S„ Lee, I.W., Okada, K., Lee, f.K., 
hvata, M„ Rasmusseit, B„ Link, T.A.. Ramaswamy, S., fk Jap, B.K. (1998) 
Complete strueture of the ] 1-subunit bovine mitochondrial cytochrome 
Et] rompia 2$ 1, 64; Figura 19- L 2 PDB ID: I OCQTsukihara, X, 

Aoyama, H., Yamashita, FL 5 Ibmisaki, T., Yamaguchi, H., Shinzawadioh, K„ 
N^kK-nhiToa, R., Yaono, R,, & Yóshikawa, S. ( 19%) The wholc strueture of 
the 13-àubunit oxidtí&J cytoehmme c oxidase ai 2.8 A, !>aetv:e 272, 1 1 36; 
Figura l9-'22bsc PDB ID: 1BMF; Abrabams, | P h Leslie, A.G. h Lutter, IL, Sr 
Walker, J.E. (1994) SimcLurc At 2.-8 A resolution of Fi-ATPasc from bovine 
beart mitoehondria. Naíun’ 370, 621; Figura L9-22e,f PDB ID: tQDl; Stock, 
D„ U'-hIíc, AGAV., -St Walker, J.E. (3999) Molecular architccture of the 
rotary motor in ATP syntbase. S£iétu.v 286. 1700-1703. As colunais de 
proteína foram calculadas a partir do registro dc Q ç l h t>B usando MI DAS 
PI.US e Syb.fl; Figura 19-45 PDB ID; I PRQ Deisenholer, |,. Fpp, O., Smning, 
L, tk Michel, H. (1995) Crystallographlc refmement at 2.3 ajigstroms 
resolution and refined modcl of the photosynthciic rcaction center from 
Rhotiopscudonumoi vtriilk j. AtoL Bial. 246.429-457; Figura 19-54 PDB ID: 
lCüR; l.uecke, H.. Schohert, B„ Riehtef, Cartaiiier, S Luiyt, J.K. 
(1999) Siruciural diauges in bacteriorhotJopsLn during mjji transpor! at 2 A 
resolution. Sdima’ 2K6, 255; Figura 20 24a, h PL>B ID; 8RUC; Andersstut, 3. 
(1996) 1 urge sCTUcturcs at high resolution: the 1.6 ang.stroms crystal 
strueture oi spinach rihulnse- 1 ,5-biüphosphAte ca r| ui x y ( 14 se, 1 ' ^ * *ygen aw 
anu pi esc d with 2-carbosyarabinito] bisphosphate . }. Mol Bid. 259, 16Ü 
174. Figura 20-24c PDB IEh 9RUB; Lundqvist, T. & Schncidcr, G. (1991) 
Crystal strueture of actlvated ribulose-1 ,5-bísphosphate carbo^ylase 
compScjfcd with ils sub st rate, ribuJosc- 1 ,5-bisphosph ate. /. Bid. Chem. 266, 
12,604; Fígura 2tF33b PDB ID: SRUt; veja a citaçao para a Pig. 20-24a,h; 
Adendo 21-2, Figura 2 PDB ID: 31T1H; Kuruinbail, K.G., Stevens, A.M., 
(.rier-HÉ. J.K!. , McDonald, J.J., btegeman, R.À., Pak, ].V., Gildehaus, D,, 
Mtyashiro. J.M., Penníng, F.D., Seibert, K„ tsakson, P.C, & Stallings, W.C 
(1996) Siniciural basis for sclctbve inhibükm of cydoo?sygenase-2 by anit- 
inflanimatory agents. .Vühíre 384, 644; Figura 22-3 PDB [D: IN2C; 
íichintíclin, H., Kisker, C. K Schlessman, J.L., Howard, I.B., ik Rees, D.C. 

(1997) Strueture of ADP X Aif4 -Stal>ilived nitnsgeuase complex and its 
implications lòr signal transductkni. Wttíure 387, 37Ü; Figura 22-5 PDB 1L>: 
2GI.S; YanusJiini, M,M- f AJrn&ssf, R r J„ Janson. GA., Cascto, D„ 6t Eiscnbeig, 
D. (1989) Refijted atomie model of glutã mine synthetase ai 3.5 Aogstromv 
rcsolulion, ]. ííicil Chem, 264, 17.681; Figura 22-35 Coordenadas e 
assisLénda forneddiLH por iiin Thoden e Ha/el Holden, (.'niviernidAdc de 
Wisconsin-Madison, Departamento de Bioquímica e Instituto da Enzima. 
Vda também Tlunlen, J,B„ T tuang, X., Raushel, F.M., Êt Holden, H.M. 

(1999) The sinal! subunit of carbamoyl phosphate synthetase: snapshnlü 
atnng lhe rcaction pathway. Binchemiitry 3S, 1 6, 1 58- 1 6, 1 66; Figura 22-38b 
PDB ID: 1 PFft; Logau, D.T., Su, X.D., Alxrg, A., Regnstrom, K„ HaJduJ., 
Fklund, F|„ & Nordlund, R (1996) Crystal strueture of reduced protein r2 
of ribonuclentide reduetase: the struetural baíb for otygen activatiun al a 
dinucle.ir iron site. Stmc-ture 4, IÜ53. 
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Figura 24-24 PDB ID: 1AOI; Luger. K., Mae der, A.W., Eichmond, R.K., 
Sargent. D.F. & Richmond, TJ. {3997) Crystal .Hiructxiire of the nudeo- 


some core par ti cie at 2.8 A re^viubnn. daiyrr 389, 251; p, 733 Co- 
ordenadas produzidas por Sybyl; Figura 25*8 PDB ID: 3BDP; Kiefer, 

J.R., Maci, C-, BramAn, f.C., ^ Bcesc, L.S. ( 1998} Visualizing DMA 
rcplication in a catalytically active Baaiiui DMA polymerase crystal. 
■Vníurif.' 391, 304; Figura 25-1 U PDB ID: 2K>L; Kong, X.-P.Onrust, R., 
□'Dorrnell, M., & Kuriyan, ( 1992) Three-dirnçnstcinal strueture of the 
subunit of Éscbericbia coii DNA polynterase 11 1 boloenzyme: a sliding 
DNA damp. (dl! 69, 425; Figura 25-3 2b PDB ID: 2R.EB; Story, R.M., 
Weber, 1.1'., & Steitz, T.A. < 1992) J'he ítrueture of the E eoU Rei A 
fmsldn inonomcr and polymer, Naturc. 353, 318; Figura 2 5- 36b PDB ID: 
3CRX; fiopaui, D.N., Guo, F. & Van Duyne, CL D. ( 1998) Strueture of 
the Holliday junction intermediate in Cre-Loxp site-specific recomBl- 
natinn. UMBO /. I7> 4175; p. 771 f Àjordcnadas produzidas por Sybyk 
Figura 26-9b PDB II >; LTGH; Juo, Z.S., Chiu, T.K., Leiberman, PM., 
Baikalov, Berk, A.J.. 8c Dickcrson, R.E. (1996) How protems recognize 
the TATA-box. I Mol. Bid. 261, 239; Figura 26-1 Oh PDB ID: (DSC; I ian, 
C> Robinstm, H„ 8c Yvhng, A.H.-J. ( 1996) Strueture of actinomycin D 
bomid with (f lAAtiCJ Tt])j and (tiATCCTTC): and ils binding to the 
(CAG)N:(CTC)M íripLct scquencc by NTMR analysis. I. Am. Chem. Slsc. 

I IS, 8791; Figura 26-27B PDB 133: LMMF; veja a eÊtaçÃo para a Fig. 1U- 
28c; p. 805 PDB ID; LB23; NLs&en, P, Thirup, S., Kieldgaard, M., Mylvorg'. 
I. (1999) The cryslal strueture of Cys-tR\ r A-EF-TU-GDPNP revtals 
genetbil and spedfLC features in the Jeruary cnmplex and in tRKA. 
5frjJc7uir7, 143; {embaixo) PDB ID; 1DÀR; ÁhKaradaghi, S.. Aevarsson, 
A., Garher, M.. ZheltnnosovA, 8; l.iljas, A. ( 1996} The stmeture of 
elongation faetor G in eoniplex with ÜDP: conformai ional flexibility 
and nudeutide esthange, Sírtíc íríre 4, 555; Adendo 27-2 Coordenadas 
produzidas por Sybyl e modificadas com MIDA5-FI.U5; Figura 27- II a 
modificada a partir de um mapa dc densidade fornecido por Joachhn 
Frank, Secretaria da .Saúde do Estado de Nova York, Centro Wadsworth; 
Figura 27- 15b PDB tD 4TM; Westhof, L, Dumas, P, 8; Mor ah. D. 

( 1988) Rçslrained refincmefU of two crystallíne fbrms of yeast aspartic 
aeid and phenylalanine transfer RMA crystals. A etti Crysialbgr. Sect, A 
44, I 12; Figura 27- 19a PDB ID; 1QRT; Arnez, |.G. & Steitz, T.A. (1996) 
Crystal strucUireH of Ihnee nú.Haeylaling mutants of E. coii glutaminyl 
tRNA synthetase complexed with tRNA llllL and ATP. Biocheniisiry 35, 
14.725; Figura 27-1 9b PDB ID; IASZ; Cava rei li, J., Erianl, G., líees, IJ„ 

Ru ff, M., Uoeglin, M., Mitschler, A., Martin, F., Gangloff, |„ Thierry, I.C.. 
& Moras, D. (3994) The active site of yeast aspartyl-tRNA syn the Lane: 
structural and functinnAl as}3eetH ol the aminoacylation rcaction. 

EM HO I. 13, 327; Figura 28-7c,d PDB 1L> 1LBG e (para a parte d) H.-Blf; 
l.ewis, M., Changi G., Elorlon, N.C., Kercher, M.A., Pace, H.C.Í., Schuina- 
cher, MA., Brennan, R.G., ík t.u, P. (1996) Crystal strueture ol' the 
lactose operon reprcs&or and its complexes with DNA and inducer. 
Science 271, 1247. As cadeias laterais foram acrescentadas com os 
programas m/fwurc M1DASPLUS e Syhyl au llccssci C^-only PD Eh 
Figura 28-1 ia,c,d PDB ED; ll.CC; Chupriha, V.P, kuElmann, f.A.C., 
Lámericbs. R.M.I.N., Y r ait Boom, J.H>, tinelens, R., 8r Kaptéin, R, {1993) 
Strueture of lhe complex of Lac repressor headpiece and ajl 3 1 base- 
pair half-operator xletemiincd by nuclear magneúc resonance spectros- 
cojTy r and restraíned molecular dynamícs. /. Md. Bid. 234, 446; Figura 
28- i lb PDB ID: II.BC5; veja a ciiaçto para a Pig. 28-7c; Figura 28-12 
PDB ID: 1A1L; Flrod hrtckson, M., Benson. LE, ( &. Rabo, C.O. (1998} 
High- resolution «iructures of variam Zii'268-DNA complcxes; implica - 
tions for understandiitg ziitc finge r- DNA recognition. Siructi/rc 6, 451; 
Figura 28-3 3 PDB ID: I B8I; Passiicr, J.M., Ryoó, II.- D,. Shen, [.., Matin, 
R,S„ & Aggarwal, A.K. ( 1999) Strueture of a DNA-bound ultrabitho- 
raj; extradeimkle homeudomain complex, ditian: 397, 714; Figura 28- 
14b PDB ID; 3Y5A; Ellenberger, T.F., Brandi, C.J.. Struh], K. h 8; 

H ar riso ii, 5.G. ( 1992] The GGN4 basic region IcLicirje zippér binds DNA 
as a ílimet ui unintetruptcd u heiices: crystal strueture of the prolein- 
DNA compíex. Ceíl 7], 1223; Figura 28-15 PDB ID: IE1I.O; Brownlie, P-, 
fleska, T.À-,, l.aiTiÉrs, M., Rrnnier, C., Theo, >1., 8t Sutk, l>. (1997) lhe 
crystal strueture of an intact human max-DNA eomplex: jtew insighls 
into usechanisrns of tranícripi ional Cóntrol. Strueture 5, 5D9; Figura 28- 
16a PDB ID: IRUN; Parkinson, G., Gunasekera, A.. Vajtechovsky, J., 
Zhang, X., E^unkei, T.A., Berman, El., flí E-brighl, R.H. ( 1996) Aroma tic 
hyílríigen bond in scquence-speciílc protein- DNA recognition. Saí. 
Struet. Brof. 3, 837; Figura 28-22 FDK ID: ITRÜ; Olwinmvski, Z„ 
•Sciievil/, R.W., Zhang, R.-G., Lawson, C.L., Joachimiak, A.]., Mar mor- 
stein, R„ Luiss, B.F., ík Sigler, P.B. (1988) Crystal strueture of Trp 
repressor operatnr compkx ai atomie resolution. dature 335, 32 E; 

Figura 29-2 PDB ID: lRVG; Kostreiva, D. ík Winkler, F.K + ( 1995) Mg-' 
binding to the active sile tif EcnRV endotuidease: a crystal lographic 
study óf complcxes with substrate and produet DNA at 2 angstronvs 
resolution. Biocítímistfy 34, 683. 
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Glossário 


a 

absorção: Transporte do* pmdutox da digcMáu do irau» intestinal 
para o sangue. 

ãddo dfuiKirribnmicIfKn: Vtfã 1 )NA, 

ácido dtprórko: Um ácido possuindo doí* próton* díuodávns. 
ácido grajLo; Umj cjdcú de ácido tarboxilka áldálico longa 
enawlradá em gorduras naturais c ólcxwí também um compo- 
nente da membrana de fovfnlipkliov c gíicolipKJtns- 
ácido graxo insaturado: Um ácido graxo cun lendo uma ou nuts 
dupb» ligações. 

ácido graxa saturada: Um ácido graxu lOólmdn uma cadeia 
-ilquih lotalmcnir salurada 

ácida hiaJuronko: Um polixiaianiko acidico de alio pevo 
molecular tipicamente composto de (lixsacarideu» alterna ntcv 
GkUÁ íPl -xí> GLNAc O ácido bialuròntco é um componente 
maiorítárín da matrt; extracHubr e forma complexos maiores 
iproteogl [canas) com proteiius c outro» potissaçarkiera 
addkuL 

ádílo monoprótkix Um ácido que possui apenas um próton 
dissociado. 

acido riboouciéico: Yi ya RN A. 

ácidos graxos essenciais: O grupo de áckloa graxos poliimatura 
dos produzidos por plamas c não pelo homem: requmdos na 
dieta humana- 

ácidos nih.ld.uc JAilininlcotiileos cie ocorrência bkilogica em 
que os resíduos de nutleorklctn estão ligados em uma sequência 
especifica por ligações Iwfedüllem; l>NA c RN A. 
aridose: l ma condição metabólica em que a capacidade do 
corpo de tamponar H' está diminuída: usual mente acompanha' 
da pelo decréscimo do pH sanguíneo 

acil fosfato; Qualquer molécula com a formula química geral 

R — C — O PO: , 

II 

O 

acoplamento energético: A transferência dc energia de um 
processo para outro. 

acoplamento quimiosmático; Acopbnwiilo da síntese do ATP j 
transferência de elétrons ao longo de um gradiente eklroquími- 
co de H* através de uma ment bruna, 
actina: Uma proteína componente do* filamentos finos do 
músculo; também um componente importante do cltocsquelctn 
de muitas células cucar ióticas, 

açúcar redutor; Um açúcar no qual o carbono carbonila Inno- 
mérico) não está envolvido em uma ligação gficosfdica e pode, 
portanto, sofrer oxidação. 

ADP (adeimsítni d i Insta tu): Um rlbonuclêottdeu 5' -d i fosfato que 
funciona como grupo receptor do fosfato no ciclo energético 
celular, 

aeróbku: Que requer ou ocorre na presença do oxigénio, 
aeróbio: Um organismo que vive no ar e usa o oxigénio como 
receptor final dos elétrons na respiraçio, 
agente desacupliidur: Lana substância que desa copla a fu&for ila- 
ção do ADP da transferência de elétrons; pur exemplo, o 2,4- 
dinitrufenub 


agenie oxidanle iuxidante): O receptor de elétrons em uma 
reação de oxkiação-reduyàu. 

agente redutor: O doador Jc elétrons em uma reaçáo de oxida 
çáo redução 

alça de E>NÀ: A interação de proteína* ligada* j s«im disljiilo 
em uma molécula de ÜNA, de tal forma que o DKA intervenien- 
te forma uma alça, 

akaiosc: Uma condição metabólica em que a capacidade do 
corpo de tamponar a OH está diminuída: uxuálmrnle açovnpa* 
nhada por um aumento no pH sanguíneo, 
aí dose: L T m açúcar simples em que o átomo de caibnno sarboni 
la é um akieido, ou sera, o carbono cárhoniU esii cm uma 
extremidade da cadeia carbônica. 

alteração de emaJpia (Affb Pára uma rráçáu , c apfuxtmadamentc 
igual a diferença entre a energia usada para quebrar hgjçõc* e a 
energia ganha para a formação de novas ligações, 
aminoátidos cetogéíikios: Ammóácidos com esquekbi* carbóni 
cós que funcionam como precursores dm corpos ctiõciknv 
amLnoáddos essenciais: Aminoacickn que nàn podem ser 
sintetizados pdo homem (e outros vertebrados) e devem ht 
obtidos a partir da dieta, 

ami noa eidos glicogánicos: Aminoáctdó* com xáddov earbõnhá* 

que podem ser metabulicamente convertidas em glkose ou 

glkogéflto por meio da gUconeugénese, 

ami noa eidos não -essenciais Anunoictdo* que podem ser 

sintetizados pelo homem e outros vertebf ados a partir de 

precursores mais simples e não úh portanto, requeridos na 

dieta, 

aminoaddos: Ácidos carboxilicoâ amino subsiiluidov os bloco* 
de construção das prole nu*. 

aminoac il-i RN A sinteta-so: linztmas que caialixam a snite.se de 
um aminoadt-fRNA as expemos da energia do ATR 
amínoacil-tRNA: Um éster aminoac d de um |RNA. 
aminot ransferases: Fnxima* que catalisam a transferência de 
grupos amino de um u -amino para um «-cetoJCklu; também 
chamadas dc transaminases. 

amoniotélico: Que excreta o excesso de nitrogénio na fbrma dc 
amónia, 

AMP cíclico (cAMPb Um mensageiro «ecundário dentro d.i^ 

células; sua formação pela adenililciclase é estimulada por certos 

hormônios ou outros sinais moleculares. 

anabolismu: A fase do metabolismt> intermediário, concernente 

com a biossintesc, requerente dc energia, Jus componcnleá 

celulares a partir de precursores pequenos, 

anncróbico: Que ocorre na ausência de nr ou oxigénio, 

anaeróbio: Um organismo que vive sem oxigênio, A micróbios 

obrigatórios morrem quando expostos ao oxigénio. 

anemia falciformc: Uma doença caracterizada por moléculas dê 

hemoglobina defeituosas; causada pur alelos humozjgutoj* que 

codificam para a cadeia [1 da hemoglobina. 

antipático: Que contém tanto duminios polares como lüo- 

polarcs. 

anfólito: Uma substância que pode atuar como básc ou ácido. 
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calor específico: A quantidade dc energia (em joules ou calorias) 
iiece&árla para elevar temperatura de Igde uma substancia pura 
de PC 

caloria: A quantidade de calor requerida para elevar a tem pera ru 
ra de l,üg de água de 14,5 U C até 15,5*C. Uma caloria [cal) é igual 
a 4,18 joules ()). 
cAMP: Vèjá AMP cíclico, 

CAP: Veja Proteína ativadora de genes catabólicos. 
canal íónico: Uma proteína integral que propicia o transporte 
regulado de um íon ou Sons específicos, através de uma 
membrana. 

canalização; A transferência direta de um produto de uma reação 
(intermediário comum) do sitio ativo de uma enzima para o 
sitio ativo de uma enzima diferente catalisando a etapa seguinte 
cm uma via sequencial. 

capsídco; A proteüia da capa de um vírion ou partícula virai, 
carbànio: Um átomo de carbono carregado negativamente, 
carbocátton: Um átomo de carbono carregado posídvamente, 
também chamado dc íon carbonium. 

carga energética: O grau fracionário em que o sistema ATP/ADEV 
AMP é preenchido com grupos fosfatos de alta energia, 
carotennides: Pigmentos fotossimetizantes solúveis em lipídios 
construídos a partir de unidades de isopreno. 
cascata enzim ática: Uma série de reações, frequentemente 
envolvida em eventos regula tór.ius, cm que uma enzima ativa a 
outra (freqüen temente por fosforilaçãofr que ativa uma terceira, 
e assim por diante. O efeito dc um catalisador ativando um 
catalisador é uma grande amplificação do sinal que iniciou a 
cascata. 

catabolismo: A fase do metabolismo intermediário concernente 
com a produção de energia por meio da degradação das molécu- 
las dos nutrientes. 

catálise ácido-base específica: Catálise ácido-base envolvendo os 
constituintes da água (íom hidróxido e hidronium). 
catálise geral áe ído- base; Catálise envolvendo a transferência de 
prótons para ou de unia molécula com exceção da água. 
catecola minas: Hormônios, como a adrenalina, que são aminn 
derivados do catecol, 

cate n anos: Moléculas polímérícas circulares com uma ligação 
Lopologica não-covaíente que se assemelha ás ligações de uma 
cadeia, 

cauda poli (A): Uma extensão de resíduos de ãdenosina adiciona- 
da às extremidades 3 r de muitos mRNÂs nos eucariõtos (e 
algumas vezes rias bactérias). 
cDNA: Vrjfr DNA complementar. 

célula da linhagem germin ativa: Um tipo de célula animal que é 
formada inicial mente na embriogênesc e pode multiplicar-se por 
mitose ou produzir, por meiose, células que se desenvolvem em 
game tas (células espermatozóides ou óvulos), 
célula epitelial: Qualquer célula que toma parle da cobertura 
externa dc um organismo o li órgão. 

células facultativas: Células que podem viver na presença ou na 
ausência de oxigênio. 

células somáticas: Todas as células do corpo exceto as células 
germ inativas, 

células-! ronco: Células auto-regenerantes na medula óssea que 
dão origem às células sangüíneas diferenciadas como os eritróci 
tos e Imfócitos, 

centrifugação diferencial: Separação de organelas celulares ou 
outras partículas de tamanhos diferentes por meio de suas 
diferentes velocidades dc sedimentação cm um campo gravi- 
tacional. 


centro de reação fotoquímico: A parte do complexo fotossinteti- 
zante em que a energia de um fóton absorvido leva à separação 
de carga, iniciando a transferência de elétrons, 
centro ferro-enxofre: Um grupo prostético de certas proteínas 
rednx envolvidas na transferência dc elétrons; u Pc"' ou lx í+ é 
ligado ao enxofre inorgânico e a grupos Cys tia proteina. 
centro quiral: Ura átomo com substituintes arranjados de forma 
que a molécula não seja superposta á sita imagem especular, 
centrõmem: Um sítio especializado dentro do cromossomo* 
funcionando como ponto dc ligação para os fusi>s mito ticos e 
mciólicus. 

cerebrosídeo: Esfinge lipídio que contém um resíduo de açúcar 
como um grupo polar, 

cetose 1 : Um monossacarídeo simples no qual o grupo carbonila 
ê uma cetona, 

ceto.se 2 : Uma condição cm que a concentração dos corpos 
ce tónicos no sangue, nos tecidos e na urina está anormal mente 
alta. 

ciclina: Uma de uma família de proteínas que ativam a proteína 
quinase dependente de ciclina e, portanto, regulam n ciclo 
celular, 

ciclo de Calvin: A via cíclica usada pelas plantas para fixar o 
dióxido de carbono e produzir trioses fosfato, 
ciclo da uréia: Uma via metabólica nos vertebrados para a síntese 
da uréia a partir dos grupos a mi no e do dióxido de carbono; 
ocorre no fígado. 

ciclo de Krebs: Veja Ciclo do ácido cítrico. 

ciclo do ácido cítrico: Um sistema cíclico de reaçóos enzimúticas 

para a oxidação de resíduos acetil até dióxido de carbono, em 

que a primeira etapa é a formação do citrato; também conhecido 

como ciclo de Krebs ou ciclo dos ácidos tricarboxilicos. 

ciclo do ácido trica rboxílfeo; Veja Ciclo do ácido cítrico. 

ciclo do glioxilato: Uma variante do ciclo do ácido cítrico, para a 

conversão líquida de acetato em suednato e, eventual mente, em 

novo carboidrato; presente nas bactérias e em algumas células de 

plantas, 

delo do nitrogênio: A circulação de várias formas de nitrogénio 
biologicamente disponíveis nos neinos vegetal, animal c microbi- 
ano, através da atmosfera e geosfera, 

ciclo fútil: Um conjunto dc reações cíclicas catalisadas por 
enzimas que leva á liberação dc energia térmica pela hidrólise do 
ATP. 

cinética Michaclis-Menten: Um padrão de cinética em que a 
velocidade inicial de uma reação catalisada por enzima exibe 
uma dependência hiperbólica da concentração do substrato, 
cinética; Õ estudo das velocidades das reações, 
clstron: Uma unidade de DNA ou RNA correspondente a um gene. 
citncina: Uma de uma ta mil ia de pequenas proteínas secretadas 
{como as interleucinas ou intetíeroris) que ativam a divisão ou 
diferenciação celular pela ligação á receptores na membrana 
pias má ti ca em células sensitivas. 

cítocinese: A separação final das células filhas depois da mitose, 
dtocromos; Hemoproteinas que funcionam como transportado- 
ras de elétrons na respiração, fotossmEese e outras reações dc 
oxidação- redução. 

eitoesqueleto: A rede filamentosa que fornece estrutura e 

organização ao citoplasma; inclui os filamentos de acrina, 

micmtúbulos e filamentos intermediários. 

citoplasma: A porção do conteúdo celular fora do núcleo mas 

dentro da membrana plasmátka, inclui organdas como as 

mitocòndrias. 


citosol: A fase aquosa continua do citoplasma, com seus solutos 
dissolvidos; exclui as organdas como as mitocòndrias. 
clonagem de DNA: Veja Clonagem. 

donagem: A produção de grandes quantidades de moléculas de 

D NA. células ou organismos idênticos a partir de uma molécula 

de DNA, célula ou organismo ancestral único, 

clones: Os descendentes de uma célula única. 

clorofilas: Uma família de pigmentos verdes que funcionam 

como receptores da energia luminosa na fótossíntese: complexos 

de magnésio-porfirina. 

cloroplastos: Organdas fo tossi ntelizadoras que contêm clorofila 
em algumas células eucariôtkas, 
cnbalamina: Vèjt J üoenzima Bij. 

código degenerado: Um código em que um elemento em uma 
linguagem é especificado por mais de um elemento em uma 
segunda linguagem. 

código genético: O conjunto das trincas das palavras- código 
no DNA {ou mRNA) que codifica os aminoácidos nas 
proteínas. 

códon: Uma sequência de três nudeotídeos adjacentes em um 
ácido nucléico que codifica para um aminoácido específico, 
códon de iniciarão: AUG (algumas vezes GUG nos procariotos); 
codifica para o p rimei rí > aminoáddu em uma seqUéncia potipep- 
tídica: N-formümetionina nos procariotos e metionína nos 
eucaríotos, 

códon sem sentido: Um código que não específica um aminoáci- 
do, mas sinaliza a terminação de uma cadeia polipeptidica, 
códons de parada: Veja Códons de terminação 
códons de terminação: UAA, UAG e UGA; na síntese de proteí- 
nas, sinal de término de uma cadeia polipeptidica. Também 
conhecidos como códons de parada. 

coeficiente de atividade: O fator pelo qual o valor numérico da 
concentração de um soluto deve ser multiplicado para fornecer 
sua atividade termodinâmica real. 

coeficiente de partição: Uma constante que expressa o quociente 
de como um certo soluto será partilhado ou distribuído entre 
dois líquidos imiscíveis, no equilíbrio. 

coeficiente de sedimentação: Uma constante fisica que especifica 
a velocidade de sedimentação de uma partícula em um campo dc 
centrifugação em condições especificadas, 
coenzima A: Uma coenzima que contém ácido pantotênico 
funcionando como um grupo transportador de acila em certas 
reações enzimáticas. 

coenzima B^: Um co -fator en dm ático derivado da vitamina 
coba lamina, envolvido em certos tipos de rearranjos dos esquele- 
tos carbônicos. 

coenzima: Um co -fator orgânico requerido para a ação de certas 
enzimas, freqüente mente contém uma vitamina como compo- 
nente, 

eo-fator: Um íon inorgânico, ou uma coenzima, requerido para a 
atividade enzimática. 

cognato: Descrevendo duas bío moléculas que normalmente 
interagem: por exemplo, uma enzima e seu substrato normal, ou 
um receptor e seu lígante normal, 

cointegrado: Ura intermediário na migração de certos transpo- 
•sons dc DNA no qual o DNA doador e o DNA- alvo estão ligados 
covalen temente, 

complementar: Possui uma superfície molecular com grupos 
químicos arranjados para interagir especificam ente com grupos 
químicos em outra molécula. 


complexo de Golgi: Uma organeld membranosa complexa das 
células eueariútkas: funciona na modificação pós-traducionnl 
das proteínas e na sua secreção da célula ou na incorporação na 
membrana plasm ática ou na membrana de organdas. 
complexo de iniciação: Um complexo de um ribussomo com um 
mRNA e u Met-tRNA^* 1 de Iniciação ou fMet-tRNA^ 1 , pronto 
para as etapas de elongação. 

complexo nitrogenase: Um sistema de enzimas capaz de reduzir 
o nitrogênio atmosférico até amónia na presença de AIR 
composto de alta energia: Um composto que, quando hidrolisa- 
do, sofre um grande decréscimo na energia livre em condições- 
padrão. 

composto de fosfato de baixa energia: Um composto fosforilado 
com uma energia livre de hidrólise padrão relativamente 
pequena, 

composto quiral: Um composto que contém um centro assimé- 
trico (átomo quiral ou centro quiral) e portanto pode ocorrer 
em duas formas de imagens especulares mio superpostas, 
configuração absoluta: A configuração de quatro grupos 
substituintes diferentes em volta de um carbono assimétrico, em 
relação ao gliceraldeído D c l. 

configuração: O arranjo espacial de uma molécula orgânica que 
é conferida pela presença de ( 1 } ou duplas ligações, cm volta das 
quais não há liberdade dc rotação, uu (2) centros quirais, em volta 
dos quais são arranjados grupos substitui ntes em uma sequência 
especifica, Isômeros configuracíonais não podem ser interconver 
tidos som a quebra de uma ou mais ligações covalentes. 
conformação nativa: A conformação biologicamente ativa de 
uma macro molécula, 
conformação, £5: Véjfl p-Conformaçâü. 

conformação: O arranjo espacial de grupos substituintes que são 
livres para assumir posições diferentes no espaço, sem quebrar 
nenhuma ligação, por causa dã liberdade de rotação da ligação, 
constante de dissociação: (1) Uma constante de equilíbrio ( Aj) 
para a dissociação de um complexo de duas ou mais biomoléc ti- 
las nos seus componentes: por exemplo, a dissociação de um 
substrato de uma enzima. (2) A constante de dissociação (A.,) de 
um ácido, descrevendo sua dissociação na base conjugada e una 
próton. 

constante de equilíbrio (K Lll ): Uma constante, característica para 
cada reação química; relata as concentrações específicas dc iodos 
os reagentes e produtos em equilíbrio cm dada temperatura e 
pressão, 

constante de Miebaefis (JC m ): A concentração do substrato em 
que uma reação catalisada por enzimas ocorre na metade da sua 
velocidade máxima. 

constante de velocidade: A constante de proporcionalidade que 
relaciona a velocidade dc uma reação química á 
concentração (ões) do(s) reagente (s). 

contraí ransporte: Co- transporte de dois solutos através dc unta 
membrana, em direções o postas. 

controle do receptor: A regulação da velocidade da respiração 
pela disponibilidade de ADP como grupo fosfato receptor, 
controle tradudonal: A regulação da síntese de uma proteína 
pela regulação da velocidade do seu processo de tradução no 
ribossomo, 

controle transcridonah A regulação da síntese dc uma proteína 
pela regulação da formação do seu mRNA. 

cooperai iv idade negativa: Um fenômeno de algumas enzimas ou 
proteínas com múltiplas subunidades em que a ligação de um 
lígante ou substrato a uma subun idade impede a ligação a outra 
subumdade. 
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cooperatividade positiva: Um fenômeno de algumas enzimas 
ou proteínas com subunidades em que a ligação de um ligante 
ou substrato a uma sub unida de facilita a ligação a outra 
suhunidade. 

corpos tetânicos: Àcetoaeetato, D-p-hidroxibutirato e acetona; 
combustíveis hidrossolúveis normal mente exportados pelo 
fígado mas produzidos em excesso durante o jejum ou rios 
diabéticos nâo tratados. 

cortieosteróídes; Hormônios esteróides sintetizados pelo córtex 
adrenal. 

co-transporte: Transporte duplo de solutos através de uma 
membrana na mesma direção, 
crista: Dobras da membrana initocondriaJ interna, 
cristalografia de raios X: A analise dos padrões de difração dos 
raios X de um composto cristalino, usada para determinar a 
estrutura tridimensional das moléculas. 

cromatinâ: Um complexo filamentoso de DNA, histonas e outras 
proteínas, constituindo o cromossomo eucariótico. 
cromatograflíi de exclusão pelo tamanho: L r m procedimento 
para a separação de uma mistura de moléculas baseando-se no 
seu tamanho* baseada na capacidade dc polímeros porosos de 
excluir solutos acima de um certo tamanho. Também chamada 
de filtração em gel. 

rmmatografia líquida dc alta performance (HFLC); Procedi- 
mento cromatográfico frequentemente conduzido em pressões 
relativamente altas, usando equipamento automatizado que 
permite perfis refinados e altamente reproduzíveis, 
cromalugrafia: Um processo em que uma mistura complexa de 
moléculas é separada por muitas partições repelidas entre uma 
fase que fluí (móvel) e uma fase estacionária, 
cromossomo: Uma molécula única e longa dc DNA e suas 
proteínas associadas, contendo muitos genes; armazena e 
transmite a informação genética. 

CRP: Veja Proteína receptora do o AMR 
cultura de tecidos: Método pelo qual as células derivadas de 
organismos mu U icei u lares são desenvolvidas em meio líquido, 
curva de titulação: Uni diagrama de pH versus os equivalentes de 
base adicionados durante a titulação de um ácido, 

d 

dálton: O peso de um único átomo de hidrogénio 

(1,6 A* 10%). 

débito de oxigênio: O oxigênio extra (acima do nível de repouso 
normal) consumido no período de recuperação depois de um 
esforço físico extenuante, 

dedos de zinco: Um motivo protéko especializado envolvido no 
reconhecimento do DNA por algumas proteínas de ligação ao 
[>NA; caracterizado por um átomo de zinco único coordenado a 
quatro resíduos de Lys ou a dois dc His e dois de Lys. 
densidade súper-helicoidal: Em uma molécula helicoidal como o 
DNA, o número de supe respiras (voltas da super-hélice) relativas 
ao número de espiras (voltas) em unia molécula relaxada, 
desamí nação: À remoção eu zim ática dc grupos amino de 
bio moléculas como aminoácidos ou nuclcolideos. 
dessa l ii rases: Enzimas que catalisam a introdução de duplas 
ligações na porção hidmcarbonada dos ácidos graxns, 
desidrogeuftses ligadas a flavinas: Desidrogenases que requerem 
uma das coenzimas da ribotlavina, HMN cm bAD, 
desidrngenases: Enzimas que catalisam a remoção de pares de 
átomos de hidrogénio dos seus substratos. 


deslocamento de fase: Uma mutação causada pela inserção ou 
deleção de um ou mais pares de nudeotídens, mudando a leitura 
da fase dos códons durante a sintese dc proteínas; o produto 
pohpeptídico possuí uma seqüêneia de aminoácidos falsa 
começando no códon mutado, 

desnaturação: Desen rolamento completo ou parcial de uma 
conformação nativa específica de uma cadeia polipepiidicã, 
protéica ou de ácido nucléico. 

dessúlvalaçáü: Em solução aquosa, a liberação da água que 
envolve um soluto. 

desnximbonucleotídeos: Nucleotídeos contendo 2-desuxi-D- 
ríbose como o componente pentose, 

despareamentu: Um par de base num ácido nudéíco que não 
forma pares de bases do tipo Watson-Crítk. 
diabetes melíto: Uma doença metabólica que resulta da deficiên- 
cia de insulina; caracterizada por uma diminuição do transporte 
de glicose do sangue para as células em concentrações normais 
dc glicose. 

diagrama do duplo-reciproco: Um diagrama de l/V*, versus l/[5], 
que permite uma determinação mais acurada da V mix e do do 
que o diagrama V 0 versus [SJ; também chamado de diagrama de 
Lineweaver-Burk- 

diálise: Remoção de moléculas pequenas de uma solução de 
macromoléculas, permitindo que elas sc difundam através de 
uma membrana semi permeável para a água. 
diferenciação: Especialização da estrutura e função celu lares 
durante o crescimento embrionário e o desenvolvimento, 
di fosfato de adenosina: Vejer ADR 

difusão facilitada: Difusão de uma substância polar através dc 
uma membrana biológica por um transportador de proteínas; 
também chamada de difusão passiva ou transporte passivo, 
difusão simples; O movimento de moléculas do soluto através 
de uma membrana para uma região de concentração menor, não 
assistida por uma proteína transportadora, 
difusão: Movimentação de moléculas na direção da sua menor 
concentração. 

digestão: Hidrólise enzimática dos principais nutrientes no siste- 
ma gastrointestinal para produzir componentes mais simples, 
dímero de pirimidina: Um dirnero covalentemente ligado de 
dois resíduos de pirimidina adjacentes no DNA, induzido peta 
absorção da luz UV; mais comu mente derivado de duas timinas 
adjacentes (um dímeru de Limina). 
dirnero de timina: Veja Dirnero de pirimidina. 
d 5 pio ide: Que possui dois conjuntos dc informação genética; 
descreve uma célula com dois cromossomos de cada tipo. 
d i polo: Uma molécula com carga tanto negativa quanto positiva, 
direcionamento proteico: Processo pelo qual as proteínas recém - 
sintetizadas são distribuidas e transportadas para as suas localiza- 
ções apropriadas na célula, 

dissacarídco: Um carboidrato que consiste em duas unidades de 
monossacarídeos ligadas covalentemente, 

DNA (ácido desoxirribonucléico): Um polinucleotídeo que 
possui uma sequência de unidades desoKirrihonudéicas covalen 
temente unidas por ligações fosfodiésteres 3 H -5\ funciona como 
um transportador da informação genética. 

DNA complementar (cDNA): Um DNA usado na clonagem de 
DNA, usual mente sintetizado pela transcripta.se reversa; comple- 
mentar a um certo mKNA, 

DNÀ heterodúplex: DNA dúplex contendo fitas com pí ementar es 
derivadas de duas moléculas de DNA diferentes com seqiléncias 
semelhantes, frequentemente como um produto da recnmhi na- 
ção gênita. 


DNA ligüsr: Uma encima que cria uma ligação fosíbdiéster entre 
j extremidade 3 H de um segmento de DNA c a extremidade 5' de 
outro. 

DNA poltmrttisc: l ma enzima que catalisa a síntese de L1NA 
dejvjklciiic de nkdde* a partir dm seus precursores dtacmmtkv 
mutemldcto 5 -iriínstaiov. 

DNA quimera; Um DNA que c ontem informação genética 
dem Jiiz de dius espeoes difrmlTo, 

DNA recambinante DNA formado peta uniâu de genes em 
novas combinações. 

DNA relaxado; Uuãlqiur DNA qw exista «J sua estrutura não 
temiorud.i e rnais estável, tipicamente a forma B na maioria da% 
condições celulares. 

DNA satélite:. Segmentos de DNA não traduzidos, .il ta mente 
repetitivos nm eromossomia euearirttieosi. mais frequentemente 
ásíiudiuto cnttt a regiãLi cc-nlromérlcã- Sua função nao é dara. 

DNA viiperrapimladu: DNA que se lura' sobre si mesmo porque 
está atthmrcidu mt supertorddo (e purtuniu sesb tensão) relativu- 
meme á forma B do DNA. 

doador dc elétrons; Uma .substância que Una elátruns numa 
reação de ou idação- redução 

ditador dc pmlnn: O doador de um prolon n uma reaçao acido - 
base; ou scia, um aridn. 

dogma centrab O principio de organização da biologia mnletu- 
lar a informação genética flui do DNA para o RN A e para a 

prokiiti. 

do mini o homeo; O domínio penteia» codificada pdo bomeo 
box. 

domuiui Ml 2: Um domínio prntekn que se liga tortemenle a um 
reskluo de íodoiirocina. em cerias pnHemas como o recetor 
ti rotina qo tna.se r iniciando a tormuçOo de um complexo niulnen- 
/ imi.it ii» que alua numa via de .sinalização, 
dnminin: Uma unidade estrutural distinta de um pohpeptideo; 
domínios podem possuir funções separadas e se dobrar como 
unidades compactas c independentes, 

dupla hélice: A conformação natural de duns espiras comple- 
mentares; cadeias de DNA aniiparalel.is. 

e 

P“: Veia hitcricial de redução’ padrão* 

L toíi (t.Hhrrichia cotif: Uma bactéria encontrada nu iiiroãirta 
delgado dc venebrado-s, o organismo nuh bem estudado 
cfrito hípcrcmmku; O grande iwwi» na absorção de luz em 
2M>nm que ocorre quando um DNA de fita dupla é desnaturado 
i desenrolado). 

demeniu de resposta hormonal ÜIRfil; Uma sequência curiã 1 1 2 
x 20pbl Je DNA a qual se Ligam oh receptores para os hurntòíiios 
LSifTDkin, reiinôides, tirenideo e vitamina D. alterando a 
expressão dc genes contíguos Para cada harmónio há lima 
sequttKta consenso preterida pelo receptor cognato, 
elemento traço: Dm demento químico requerido por um 
org.mi.srnu apenas em quantidades mínimas, 
detrófilm Um grupo deficiente de elétrons com uma forte 
tendência a receber elétrons de um grupo rico de elétrons 
(nudcófllo), 

dclrofufese: Movimentei de solutos carregados cm resposta a um 
campo elétrico; íreqüentemente usada pira separar mistura de 
kuts. proteínas ou ácidos nuclékos. 

cktrugénico: Que contribui para uru potencial elétrico airavo de 
uma membrana. 


clelropo ração: Introdução de macrornoléculas em células depois 
de torná-las tranátoríamefitc permeivets pela aplicação de um 
pulso de alta voltagem. 

d uai o: O efluente de uma coluna cromaiogrilica. 
emenda dc RN A; Remoção de mlroM e união dm e\mu num 
transcrito primário, 

emenda génkx A ligação outinática tk um gene, mi pane de um 

jerac* a ffiimt 

emenda: Unw Fmenda genica. tmenda 4e RMA. 
emendossomo: Lm complexo de RN As e proteínas envoKklus na 
emenda de mRNAs na» células euCarióéicas- 
enjniiamorlos; Listeteoisnmeros que são imagens especulares 
não superpostas entre si, 

eiidocltose: A captação de material cxlracdular por meto de mu 
I nclusão com uma vesícula (endossomol formado, por uma 
invaginação da membrana pksmárka. 

endonudease de restrição: Endonucleases sitio -espediiuis que 
levam À divagem de ambas as fitas dc DMA em pontos dentro ou 
próximo de locais específicos reconhecidos pela enzima: lérra 
méntas importantes mi engenharia genética, 
endonudeue; Uma enzima que bidmlúa as ligações losíodtéMe- 
rcN internas de um ácido nuclékro. ou seta, ela age cm pontos 
ou I ms que as ligjÇóeS lerminais. 

energia de atrvaçãn A quantidade de energia ^eni toulrs. 

requerida para converter iodas as moléculas de I mol de uma 
substância reagente do rstado basal ate o estado dc transição 
energia de ligação: À energia derreada de interações njo- 
u >valentes entre enzima e suhstrato tm receptur e ligantc. 
energia de ligação; A energia requerida para quebrar umá Ligação 
química. 

energia livre (Q: O componente slã eneTgia rmal de um sistema 
que pode produzir tr.ib.dho em temperatura e pressas * 
constantes, 

energia livre de ativação C Aí r -1 li W;u Fnergia Jc ativação, 

£n tal pia (H): O conteúdo ca ló rico tíc um sistema. 

enl rupia {S)i Â extensilo do a Ciiürt mj a desordem num sistema. 

enzima alo-ctéríca: Umu prolélnã { geralmente com subun idades 

lllOltipIãSj com vários sítios de ligação lais que li ligação dc um 

Itgaiiíe num sitio ideia a lua ligação no outro. 

enzima heieroirnpica. I ma en/ima alosteriea que requer um 

modulador outro que o substrato. 

enzima homotropica: l ma enzima alosténca que usa seu 
substrato como um modulador. 

enzima regula lo rü: Uma enzima que possui uma função 
regulatoria por meio de sua capacidade de sol rei uma mudança 
ru atividade catalitka por miÇjiiumos ãiostérteos ou peb 
modifkaçáo eovalenie. 

enzima represeis el: Nas hacts'riav uma enzima cuia miUcsc esta 
inibida quando o produm de sua reação esta facilmente disfxmi- 
vd paia a crftlb, 

enzima: Uma biuninlecuLt. sejã proteína ou RN A. que catalisa 
u nu reação química específica. È la não afeta o equiUhrio da 
reação catalisada: ela aumenta a velocidade de uma reação 
fornecendo uma vlll dc reação com uma menor energia de 
ativação. 

p mi tuas constitutivas: ünzimai sempre requeridas por uma 
célula e presentea em um nivd constante, muitas enzima» dUs 
vias metabólicas centrais, Algumas vezes tambem chamadas cie 
enzimas da economia dorncsliea. 

epirne rases: Fnzimas que catalicam a inlerctmsersau romiivl de 
dois epimiTOS- 
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fita mo Ede: Uma fita de ácido nudéico usada por unia polimerase 
como itm molde para sintetizar uma fita compkmentar 
fixação do nitrogénio: Conversão do nitrogênio atmosférico (N,) 
em ama forma biologicamente disponível por organismos 
fixadores de nitrogénio. 

flagelo: Um apêndice celular usado na propulsão. Os flagelos 
bacterianos possuem uma estrutura mais simples do que üs 
flagelos cticartóticos, que são semelhantes aos d li os. 
flavoproteína: Uma enzima que contém um nucleotídeo de 
flnvina como um grupo pmstético fbrtemente ligado, 
fluorescência: Emissão de luz. por moléculas excitadas quando 
elas revertem ao estado basal. 

fluxo deli co de elétrons: Nos doroplastos* o fluxo induzido pela 
luz de elétrons originados e retornando ao fü tossis tema I. 
fluxo nãu-ddkú de elétrons: O fluxo de elétrons induzidos pela 
luz da água até o NÀPP + na fbtossíntese produzindo oxigênio, 
ela envolve tanto o fotossisteitia [ quanto o El. 

FMN (flavina mononuckoLídcú): Fosfato de riboflavina, uma 
coenzima de certas enzimas de oxidação -redução, 
focal iza.ção isnelétrica: Um método eletroforético para a separa- 
ção de maeromoléculas baseando-se nos seus pH isoelétricos. 
folha dobrada: O arranjo lado a lado das pontes de hidrogênio 
nas cadeias polípeptídicas na conformação fS estendida, 
força, próton motriz: O potencial detroquímico inerente a um 
gradiente transmembrana de concentração de usado na 
fosfor ilação oxidatíva e na fotofosforflação para direcionar a 
síntese do ATP. 

forma replica ti va: Qualquer uma das formas estruturais de 
extensão total de um cromossomo virai que funcionam como 
intermediários distintos de replicaçâo. 
formulas de perspectiva de fíaworlh: Um método para a 
representação de estruturas químicas cíclicas de forma a definir a 
configuração de cada grupo substituincc; o método comumente 
usado para representar açúcares. 

fórmulas de projeção de Flscher: Veja Projeção das fórmulas, 
fórmulas de projeção: Um método de representar moléculas para 
mostrar a configuração de grupos cm volta dos centros quitais: 
também conhecida como fórmulas de projeção de Fischer. 
forquilha de replica çã o; A estrutura em forma de Y geral mente 
encontrada nos pontos onde o ONA estiver sendo sintetizado, 
fosfatases: Enzimas que bidrolisam uni éster ou anidrido fosfato* 
liberando o fosfato inorgânico* P,. 

íosfolipídto; Um lipídio que contém um ou mais grupos fosfato, 
fosfor ilação no nível do substrato: FosfnriLação do ADP ou 
algum outro nucleosídeo 5" d i fosfato acoplada à desidrogenação 
de um substrato orgânico* independente da cadeia de transporte 
de elétrons. 

fosforilaçáo fotossinietizanie: Vêjíi Fotofosfor ilação, 
fosforilaçáo ligada à respiração: A formação de ATP a partir de 
ADP e P, direcionada pelo fluxo de elétrons através de uma série 
de transportadores ligados a membranas, com um gradiente de 
prótons como fonte direta de direcionamento rotacional da 
energia de catálise pela ATP sintasc. 

fosforilaçáo oxidativa: A fosforilaçáo enzim ática do ADP em 
ATP acoplada â transferência de elétrons de um substrato para o 
oxigênio molecular. 

fosforilaçáo: Formaçáo de um derivado de fosfato de uma 
biomolécula* usual mente pela transferência enzimática do grupo 
fosfor II do ATP. 

fosforilase: Einzimas que catalisam a fosforòlise (definidas acima), 
fosfoFÓlrse: Clivagem de um composto com o fosfato como 
grupo de ataque; análogo à hidrólise. 


fütofosforilaçào cíclica: A síntese de ATP direcionada pelo fluxo 
cíclico de elétrons por meio do fotossÈstema T. 
fotofosfor ilação: A formação enzimática do ATP a partir do ADP 
acoplada à transferência de elétrons dependente da luz nas 
cél ulas fo tossi ntetiza n tos. 

fóton: A unidade básica de energia luminosa (um quantum). 
fbtnrreduçãn: A redução induzida pela luz de um receptor de 
elétrons nas células fbtüssintctizantes. .. 

fotnrrespíração: Consumo de oxigénio que ocorre na iluminação 
das plantas da zona temperada* principalmente devido á oxida- 
çàu do füsfoglicolato. 

fotossínfese: O uso da energia luminosa para produzir carboidra- 
tos a partir do dióxido de carbono e um agente redutor como a 
água. 

futossistema: Nas células fo tossi ntetizantes, um conjunto 
funcional dos pigmentos que absorvem luz e seu centro de 
reação. 

fototrófico: Um organismo que pode usar a energia da luz para 
sintetizar seus próprios combustíveis a partir de moléculas 
simples comó o dióxido de carbono, oxigênio e água; distinguiu, 
do - se de um quimiotrófico. 

fracionamento: Processo de separação de proteínas ou outros 
componentes de uma mistura molecular complexa em frações 
com base nas diferenças de suas propriedades tísicas, lais como 
tamanho, carga líquida e solubilidade, *■ 
fragmento de restrição': Um segmento de DNA de dupla fita 
produzido pela açâo de uma endonuclcase de restrição em um 
DNA maior. 

furanose: Um açúcar simples contendo o anel de cinco membros 
do furano, 

9 

A ÍT rp : Veja Variação de energia livre padrão. 

gamelas: Células reprodutivas com um conteúdo génico haplôi- 

dç; células espermatozóides ou óvulos. 

gangliosi ricos: F.sfmgolídeos* que contêm oligossacarídeos 

complexos como grupos polares; especial mente comuns no 

tecido nervoso. 

gene: Um segmento cromossòmico que codifica para uma cadeia 
polipeptidica ou molécula de RN A funcional simples, 
gene estrutural: Um gene que codifica para uma proteína ou 
molécula de RN A; distinguindo -se de um gene regulatério. 
gene regulatórío: Um gene que dá origem a um produto envolvi 
do na regulação da expressão de outro gene; por exemplo* um 
gene que codifica para uma proteína repressora, 
genes humeólitus: Genes que regulam o desenvolvimento do 
padrão de segmentos no plano do corpo da drnsófila; genes 
semelhantes são encontrados em muitos vertebrados, 
genoma: Toda a informação genética codificada numa célula ou 
vírus* 

genótípn: A constituição genética de um organismo, contrastan- 
do com as características físicas, ou fenótipo. 
glândulas cndocrinas: Grupos de células especializadas em 
sintetizar hormônios e secretários no sangue para regular outros 
tipos de células. 

glicanu: Um outro termo para polissacarideo; um polímero de 
unidades monossacarídeas unidas por ligações glicosídicas. 
glicerofosfolipídio: Um lipídio anfipãtico com um esqueleto de 
gli cerol; os ácidos graxos sâo ligados pur ligação éster ao C-3 e 
C-2 do glicerol* e um álcool polar está ligado por uma ligação 
fopfodié-ster ao G-3. 
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glícaçonfogudo: Um composto que contém um componente 
carboidrato ligado covalen temente a uma proteína ou lipídio, 
formantfo uma giko proteína ou gJkolipküoa. 
gjkolipiilfo: Um lipídio que contém um grupo carboidrato, 
glkohvr. A vü cataholka pda qual uma molécula de glicose é 
quebra Jj cm duas moléculas de piruvaio, 
gl k nneugénese: À biossintese de um carboidrato a partir de um 
precursor njo carboidrato nuts simples tal como n oxafoacetalo 

ou o pirttvata 

glicoproictna: Uma proíetru que contém um grupo carboidrato 
gbcosafniiiugltcana: Um heteropufissâcandco de duas unidades 
alternam rs: uma é ou a V-acelilglkoumifia nu a N r -acéttljta!aclcv- 
samina, a outra c um ácido umnien {usual mente ácido glicurò- 
nico). Antiga mente chamada de mucopolisiacaridco. 
gliuxitttomn: Um pcroxLssomn especializado que contém íis 
enzimas do ciclo du glioxilato; encontrada em células de semen- 
tes em germinação. 

gradiente ele triiquf mieu: A soma dctfl gradientes de concentração 
e de carga elétrica de um íon através de uma membrana: a força 
mtrtrbt para a fosforilação uxidativj e a fotofosforüaçãa 
grana; l.m pi lha mento de tilacóides; sacos ou discos membrann 
ws achatados, nos eforoptask» 

grupo de Mjda; O grupo molecular que vii ou Sc desfoca na 
Himiiuçán uní ou himolexular em reaçòes de substituição 
grupo fuiwiüiuJ; O átomo especifico ou grupo de átomos que 
confine uma propriedade química partK ular numa bfomoiécula. 
grupo prostetko; Um íon metálico ou um composto orgânico 
cctetri um aminoárido} que esta ligado covalenternente a unta 
proteína e e essencial â sua atividade. 

grupo R: 1 1 j ítinrnaimcnte, uma abreviaçao denotando qualquer 
grupo alqud. (2) Ckasionalmmle, usado num senso mais geral 
paru denotar virtual mente qualquer MihctiUiinle orgânico los 
grupo? K dos aminoá ridos. por exemplo). 

h 

a-hélke: Uma conformação helicoidal de uma cadeia polipepH- 
dica, usual mente de direção de mâo direita, com o máximo de 
ponte* de hidrogénio entre cadeias: uma das estruturas secundá- 
rias mau comuns nas proteínas. 

haplôíde (Jue possui um conjunto de informação genética 

ii meo; descreve uma célula com um cromossomo de cada tipo, 

haptemiL Lima molécula pequena que, quando ligada a uma 

molécula maior, induz uma resposta imune 

híticavr. Unu enzima que catalisa a separação de fitas numa 

molécula de USA antes da replkação 

bçtke. a: VVja a-héhce. 

beme; O grupo prostrtko ferro- purfiri na das hemoproirinas. 
hemoglobina; Uma hemopmteina nos efit roe i los; funciona no 
transporte do oxigénio, 

hemoproteina: Uma proteína que contém um Jieme como grupo 

prostétiço. 

hepatóçíln: O principal ripo celular do tecido hepático, 
hetempolissacarideo: Um poliaaacaríden que contém mais do 
que um tipo de açúcar. 

hcterótnifn; fim organismo que requer moléculas nutrientes 
complexa^ tais como a glicose, como fonte de energia e carbono, 
heterciirúpicu: Descreve um muduiadur ahutérko que è distinto 
do Ligante normal. 

bextíte: Um açúcar simples com um ev|ueleio contendo sets 
j tomos de carbono. 


hidra filico: Polar uu carregado; que descreve moléculas ou 
grupos que se associam com a água {dissolvem facilmente nelai. 
hidra fobico: Não- polar; que descreve moléculas uu grupos que 
são insolúveis na água. 

hidrolasra Enzimas •. pfutejwv, lipa*ev fosfata ws, itudeasei, por 

exemplo I que catalisam reaçòcs hidraliticas. 

hidrólise: Clivagem de uma ligação. rd como uma ligação 

j>cptidic4 ou anidritka. peta adição t im elementos da jgua. 

produzindo dois nu mab prudutm, 

hipuxU: A condição mclahoJk j em que i> suprimento de 

oxigénio está tnlensan sente limitjdo. 

hisiunasi A família de cinco proteína* haskas que rf associam 
foiienieme mm o DNA nos cromossomos de todas as cduUs 
cucaridiicas. 

holoen/.ima: Una enzima calalitjcamente ativa* incluindo todas 
as suh unidades, grupos prosléticos e co fatores necessários. 
Jiomcobox: Uma seqtténria conservada de DNA de IflO pares de 
bases codificando um dom fofo proteico encontrado cm muitas 
proteínas que desempenham um papel regulará rio no déScnvoh 
vi mento, 

homeastasei À manutenção de um equitibriu dinimko por meio 
de mecanismos regulatftrim que compensam para variações nas 
circunstâncias externas. 

hoimopolbueandeo: Um polb.vjca.ndc 0 formado de apenas um 
tipo de unidade monuvcacandea, 

homotropicu: Descreve um modulaifor alostenco que é idcntKu 
ao «ru ligante normal. 

hormônio; Uma substância química sintetizada em pequenas 
quantidades por um tecido endoermev e transportada pelo 
sangue ale outro (crido, onde a$c como um mensageiro paia 
regular a função dki tecido ou ôrgâo-alvo. 
hormônio trofico (irofina i; Um hormônio peptideci que 
estimula uma glândula -alvo especilica a secretar o seu hormônio, 
}H>r exemplo, a tirotrufina produ/ida pela hipófise estimula a 
secreção da tiraxina pela tirertide. 

í 

impressão digital: Vcjit Mapa peptídico. 
inuinogiiibulina: Uma proteína anticorpo gerada contra um 
antigeno e capaz de se ligar a cie. 
ítt vitrt r. “No vidro’ ou seja, no luho Je ensaio, 
m vim; ”Fm vsda" ou seia, na cdula ou no organismo vivo, 
mdiee hidropãiico; Uma escala que expressa as tendência* 
hkirutohicjs e hidrofdicas r Hat iva* de um grupo químico, 
indução: Um aumento na expressão de um gene em resposta a 
uma alteração na atividade de uma pr oíeiru regulai una. 
indutor: Uma molécula sinal que, quando Ligada a uma proteína 
regula cor ia, produz um aumenio na expressão i k um cctlo gene, 
informação genética: A informação hereditária comida em uma 
vcqüênud de hases nudeohdicas no 1>NÁ cmmocwmal ou RN A. 
inibição competitiva: Um tipo de inibição enzimálka revertida 
pelo aumento na concentração do substrato; um inibidor 
competitivo geral mente compete com n substrato ou liga n te 
normal para um sítio de ligação da proteína, 
inibição incumpetitiva; Padriín de inibição reversível que resulta 
quartdo uma mulécuEa de inibidor se Liga ao complexo enzima- 
substrato mas não 4 enzima livre. 

inibição mista: O padrão de inibição revereíveb quando umã 
molécula de inibidor pode w ligar à enzima livre oit ao cumptex» 
enzima- substrato mão necescariamenie com a mesma 
afinidade)- 


inibição por produto final: Veja Inibição por retroalimentação, 
inibido por retroalimentação: Inibição de uma enzima alostéri- 
ca no inicio de uma seqüénda metabólica pelo produto final da 
seqüéncía: também conhecida como inibição pelo produto final, 
inibidor suicida: Uma molécula relativamente inerte que é 
transformada por uma enzima, no seu sítio ativo, numa substân- 
cia reativa que inativa irreversivelmente a enzima, 
iniciador: Um oligúmero curto (de açúcar ou mtdeotídeos, por 
exemplo) ao qual uma enzima adiciona subun idades monomé- 
ricas. 

íniciase: Uma enzima que catalisa a formação de oligunuckolí- 
deos de RNA usados como iniciadores pelas ONA pulimerases, 
inieiossomo: Um complexo enzimátíco que sintetiza os iniciado- 
res requeridos para a síntese da fita atrasada de DNÀ, 
integjrma: Uma de uma grande família de proteínas transmem- 
brana heterodiméric&s que medeiam a adesão das células a 
outras células ou à matriz extraceJular. 

intensifica dores: Seqiiéncias de D NA que facilitam a expressão 
de um certo gene: podem estar localizados a algumas centenas 
ou mesmo milhares de pares de bases distante do gene. 
interações hidrofòbicas: A associação de grupos não-polares, ou 
compostos, entre si em sistemas aquosos, direcionada pela 
tendência das moléculas de água vizinhas em procurar seu estado 
mais estável (desordenado), 

intercalação: Inserção entre anéis aromáticos ou planares 
empilhados: por exemplo, a inserção dc uma molécula planar 
entre duas bases sucessivas num áddo nucléico. 
interferons: Uma classe de glicoprofeinas com atividades 
antivirais. 

intermediário comum: Um composto químico comum a duas 
reações químicas, como um produto dc uma e um reagente na 
outra. 

intermediário de Hülliday: Um intermediário na recomb inação 
genética em que duas moléculas de UNA de fita dupla são unidas 
por um cruzamento recíproco envolvendo uma fita de cada 
molécula, 

intermediário de reação: Qualquer espécie química no caminho 
de uma reação que possua uma vida média química finita, 
íntrnn (sequência interveniente): Uma seqUéncla de nucleot ide- 
os num gene que è transcrita mas exrisáda antes que o gene seja 
traduzido. 

íon hidroxónio: O íon hidrogênio hidratado (FUO')- 
ionóforo: Um composto que liga um ou mais íons metálicos e é 
capaz, de se difundir através de uma membrana, transportando o 
fon ligado. 

isoenzimas: Veja tsozimas. 

isomera&es: Enzimas que catalisam a transformação de compos- 
tos em seus isòmeros posicionais. 

isómero destro^ rotatório: Um esteneoisõmero que roda o plano 
da luz polarizada na direção dos ponteiros de um relógio, 
isômero levo-rotatúrio: Um estereoisòmero que roda o plano da 
luz polarizada no sentido contrário ao dos ponteiros do relógio, 
isòmeros: Quaisquer duas moléculas com a mesma fórmula 
química mas com um arranjo diferente em seus grupos 
moleculares. 

isòmeros tis c transi Veja Isòmeros geométricos, 
isòmeros geométricos: Isòmeros relacionados pela rotação sobre 
uma dupla ligação: também chamados de isòmeros cíj e fraraj. 
isopreno: ü hidrocarboneto 2-metil- 1 ,3 butadieno, uma 
unidade estrutural recorrente das biomoléculas terpenóides. 


isoprenóide: Qualquer um de um grande número de produtos 
naturais sintetizados pela pohmerizaçào enzimática de duas ou 
mais unidades isopreno: também chamado de terpenóides, 
isotérmico: Que ocorre em temperatura constante, 
isótopo radioativo: Uma forma isotópica de um elemento com 
um núcleo instável que se estabiliza emitindo radiação ionizante, 
isótopos: Formas estáveis ou radioativas de um demento que 
diferem no peso atômico mas são porjmtro lado quimicamente 
idênticas à forma natural e abundante do elemento; usados como 
rastreadores. 

isúzimas: Formas múltiplas de uma enzima que catalisam a 
mesma reação mas diferem entre si na sua sequência de ammoã- 
eidos, afinidade pelo substrato, V r nLÍK , e/ou propriedades regulatú- 
rias; também chamadas de isoenzimas. 

j 

janela de leitura aberta: Um grupo de códons de nudeoíídeos 
contíguos e não imbricados numa molécula de DNA ou RNA 
que não inclui um códon de terminação. 

janela de leitura: Um conjunto contíguo e não imbricado de três 
códons nucleotídcos no DNA ou RNA. 

I 

lectina: Unia proteína que se liga a um carboidrato, comumente 
um oligosssacarídeo, com afinidade e especificidade muito altas, 
mediando interações célula -célula, 

lei da ação das massas: A lei que afirma que a velocidade de 
qualquer reação quimica é proporcional ao produto das ativida^ 
des (ou concentrações) dos reagentes. 

leucotrienos: Uma família de moléculas derivadas do ácido 
araquidònicü; broncoconstritores que estão envolvidos na asma. 
Mases: Enzimas que catalisam a remoção de um grupo de Lima 
molécula para formar uma dupla ligação, ou a adição de um 
grupo a moa dupla ligação. 

liderr Uma seqüéncía próxima do terminal amino de uma 
proteína ou da extremidade 5' de um RNA que desempenha uma 
função regulalória ou alvo especializada. 

ligação co valente: Uma ligação cova lente que envolve o compar- 
tilha mento de pares de elétrons. 

ligação fosfodiéster: Um agrupamento químico que contém dois 
álcoois esteríficados a uma molécula de ácido fosfórico, que 
dessa forma serve como uma ponte entre des, 
ligação peptídica: Uma ligação de substituição de amida entre o 
grupo amino de um aminoáddo e o grupo carboxila de outro, 
com a eliminação dos elementos da água, 
ligações glicosídicas: Ligações entre um açúcar e uma outra 
molécula (tipicamente um álcool, purina, pirimidma ou açúcar) 
por meio de um oxigênio interveniente. 

ligante: Uma pequena molécula que se liga especificamente a 
uma maior; por exemplo, um hormônio é o ligante para a sua 
proteína receptora específica, 

ligases: b.nzimas que catalisam as reações de condensação em 
que dois átomos são ligados usando a energia do ATP ou outro 
composto rico de energia. 

linfócitns: Uma subclasse de leucócitos envolvidos na resposta 
imune. Linfócitos li sintetizam c .secretain anticorpos; linfõcilos 
T ou desempenham um papel regulatório na imunidade ou 
matam células estranhas e infectadas com vírus, 
lipases: Enzimas que catalisam a hidrólise dos triacilgliceróis. 
lipídio: Uma pequena biomolécula insolúvel em água, contendo 
geral mente ácidos graxos, esteróis ou compostos isopmnóides. 
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lipoato (ácido lipòico): Uma vitamina para alguns microrganis- 
mos; um transportador intermediário dos átomos de hidrogénio 
e dos grupos acila nas a- coto dcsidrogenases. 
lipoproteína: Um agregado de proteína-lipídio que serve para 
transportar lipídios insolúveis em água nu sangue. O componen- 
te protéico é uma apolípop rolei na. 

lipossomo: Uma vesícula esférica e pequena composta de uma 
bicam ada de fosfolipídios, que se forma espontaneamente 
quando os fosfolipídsus esiâu suspensos num tampão aquoso, 
liser Destruição de uma membrana plasmátiea da célula ou de 
uma parede celular bactéria na, liberando o conteúdo celular e 
matando a célula. 

lisossomo; Uma organela envolta por membranas no citoplasma 
das células eucarióticas; ele contém muitas enzimas bidrolíticas e 
funciona como um centro de degradação e reciclagem para os 
componentes não necessários. 

m 

macromolécula: Uma molécula que possui um peso molecular 
entre alguns milhares e muitos milhões, 
macromoléculas da informação: Bi o moléculas que contêm 
informação na forma de sequências específicas de diferentes 
monômeros; por exemplo, muitas proteínas* lipídios, poitssacarí- 
deos e ácidos nudéicos. 

mapa genético: Um diagrama mostrando a sequência relativa e o 
posicionamento de .genes específicos lio lungo do cromossomo, 
mapa peptídeo: O padrão bidimensional característico (em papel 
ou gel} formado pela separação de uma mistura de peptídeos 
resultantes da hidrólise parcial dc uma proteína; também 
conhecido como impressão digital de peptídeo, 
matriz; O conteúdo aquoso dc uma célula uu organela (a 
mítocóndm, por exemplo} com suluLos dissolvidos, 
meia- vi da: O tempo requerido para o desaparecimento ou 
decaimento da metade de um certo composto num sistema, 
meiose: Um tipo de divisão celular em que as células dipJôi- 
des dão origem a células hapióides destinadas a se tornar 
ga metas. 

membrana p] asmática; À membrana exterior que circunda u 
citoplasma de uma célula. 

mensageiro secundário: Uma molécula efetora sintetizada dentro 
de uma célula em resposta a um sinal externo (mensageiro 
primário) tai como um hormônio. 

metabolismo: O conjunto total das transformações, catalisadas 
por enzimas, das moléculas orgânicas das células vivas; a soma 
do anabolismo e catabolismo. 

metabolismo intermediário: Nas cáluias, as reaçòes catalisadas 
por enzimas que extraem a energia química das moléculas dos 
nutrientes e a utitizam para sintetizar e montar os componentes 
celulares. 

metabolismo secundário: Vias que levam a produtos especializa- 
dos não encontrados em todas as células vivas, 
metabolismo vetorial; Transformações metabólicas cm que a 
localização (e não a composição química} de um substrato se 
altera em relação a uma membrana celular dividindo dois 
compartimentos. 

metabòlito: Um intermediário químico nas reações catalisadas 
por enzimas do metabolismo. 

metaloproteínaj Uma proteína que possui um ion metálico 
como seu grupo prostélicu. 

metamerismn: Divisão do corpo cm segmentos; nos insetos, por 
exemplo. 


m icei a: Um agregado de moléculas anfipáticas em água, cum as 
porções não- polares no interior c as porções polares na superfí- 
cie exterior, expostas à água. 

mlcmarranjus dc DNA: Uma coleção de sequências de DMA 
imobilizadas muna superfície sólida, com sequências individuais 
dispostas em arranjos padronizados que podem ser sondados por 
hibrtdização. 

microcorpos: Vesículas dtnplasmátkas^en voltas por membranas 
contendo enzimas formadoras e destruidoras de per óxidos; 
inclui os l isossomos, perox isso mos e glioxissomos, 
migração de ramificação: Movimentação dc um ponto dc 
ramificação num DNA ramificado, formado a partir de duas 
moléculas de DNA com sequências idênticas. Véjrt também 
Intermediário de Holliday. 

miofibrila: Uma unidade de filamentos espessos e finos das 
fibras musculares. 

miosina: Uma proteína contráfil — u principal componente dos 
filamentos espessos dos músculos e outros sistemas de actina- 
miosina, 

mistura raeêmica (racemato): Uma mistura equimolecular dos 
estere oi sò meros V e i de um composto opticamente ativo. 
mitocÒndria: Organela envolta por membrana no citoplasma dos 
eucariotos; contém us sistemas enzimá ticos requeridos para o 
ddo do ácido dtrico, oxidação dos ácidos graxos, transferência 
de elétrons e fosforilaçâo oxida ti va. 

mitose: Processo de múltiplas etapas nas células eucarióticas que 
leva à replicação dos cromossomos e â divisão celular, 
modelu do mosaico fluido: Um modelo que descreve as mem- 
branas biológicas como uma bicamada lipídica fluída com 
proteínas embebidas; a bicamada exibe tanto assimetria estrutu- 
ral como funcional. 

modulador: Um metabòlito que, quando ligado no sítio alostéri- 
co de uma enzima, altera as suas características cinéticas, 
mol: O peso molecular grama de um composto. Veja Numero de 
Avogadro. 

molde: Uma macromdécula molde ou padrão para a síntese de 
uma macromoJécula informacional, 

molécula proquírah Uma molécula simétrica que pode reagir 
assinietricamentc com uma enzima que possui um centro ativo 
assimétrico, gerando um produto quiral. 
monocarnada: Uma camada única de moléculas de lipídios 
orientada. 

monofusíalu dclko da aden usina 3\ 5': Veja AMP cíclico. 
mRNA: Veja RNA mensageiro. 

mRNÀ policistrònicn; Um mRNA contíguo com mais de dois 
genes que podem .ser traduzidos em proteínas, 
mucopulissacarídco: Ueu nume antigo para uma glicosamino- 
glicana, 

mutação: Unia alteração hereditária na sequência de nucleotí- 
deos de um cromossomo. 

mutação dc inserção: Uma mutação causada peln inserção de 
uma ou mais bases extras, ou um mutagênio, entre bases 
sucessivas no DNA. 

mutação letal: Uma mutação que inativa uma função biológica 
essencial à vida da célula ou do organismo, 
mutação por deteção: lima mutação resultante dè uma deteção 
de um uu mais nudeotldeos de um gene ou cromossomo, 
mutação sem sentido: Uma mutação que leva á terminação 
prematura de uma cadeia poÜpeptí dica- 
mutação silenciosa; Um mutação em um gene que não causa 
nenhuma alteração detectáyel nas características biológicas dü 
produto gênico. 


mutação Mjhslituink" Uma mutação ir-ã u>uid a pela sub,stituLçãsi 
de u ma base por outra, 

mutação supressora; Uma mutação que restaura lotai ou 
pinulmcnlc uma função perdida por uma mutação primaria; 
localizada num silio diferente do filio da mulaçao primaria, 
imiugéncsc suio-dirigida: Um contunio dc métodos usados para 
ltíãi alterações especifica^ na sequência de um peru:, 
mutagcnio imercaJante; Um muragénio que x insere entre h*£ó 
ttíccwtv» num ieklo nudeico, cjumihíü uma mutação de 
deslocamento de fase, 

mutante auxutnálka: Um organismo murado, tom um defeito ru 
Ainloe de alguma binmolécula que deve. portanto, ser oferecida 
para o cresci mento do organismo, 

mutante vazada: Um gene mutante que dá origem 3 um produto 

com um ntvcl de atividade biológica detectávd 

Mulnrmtaçáo: A alteração mi rotação eaperificD de um açúcar ou 

glicnsldco píranúsico ou furandsieo. que acompanha n equilíbrio 

dns ti li n s formas anoméricas ct e [L 

mutoses: Hnrimis que catalisam a trnn.sposiçâu de grupos 

funcionais, 

n 

\Al>. NAUP {iikntinamida adem na dinudeotideo. nicotinimi 
da adcmru dmudeotideo fosfato): Uj»en/imjs que contem 
mcoitnamida c funcionam como transportadoras de álomns de 
hidrogénio c de elétrons em algumas reações de oridoçào- 

rcduçfto. 

não polar: bidrufnb-ko; 30 descrever molécula* e grupos que são 
pobremente sidirveis na agua. 

neurônio: Uma célula do tecido nervoso empeci oii/ada na 
transmito de um impulso nervoso, 
neurutraasnttvsor Um composto de baíto peso molecular 
UMialiiLeutc contendo nitrogênio; stirctjdu no terminai de um 
neurônio c ligado a um receptor especifico no nçumnio seguinte; 
íuricionn para transmitir um impulso nervoso, 
nicntiruvmida adenina dinucl cot Ideo. nicotinamida adenina 
d í núcleo li deu fosfato: Veja NAU, NAI)| h , 

micloii.cev Fivimas que hidrolisãm a* lígiições infermideolídjcas 
(Ébsfadi&tcrex) dt>s ácidos nuclêiios, 
núdea: Mos ctitariotos, uma organela que contém 
cromottoraos. 

nutLtftfdo; Um grupo rico de etflrniis com uma furte tendência 
em doar dctíiws a um núcleo deficiente de elétrons íelerróliloi; 
o reagente que entra numa rraçáo de substituição bmtokcidljr 
nucleokle: Nas bactérias, a zona nuclear que contém o annooo* 
mu mas não e envolta por membrana, 
nudeulo: Uma estrutura demamente Corada no mideo das 
células eucarióticas; envolto na dnteac do rRNA e na formação 
do ribmsoiito- 

nucleoplaona. 1 1 contendo da porção ik uma célula envolta pela 
membrana nuclear; lambem chamado de matriz nuclear 
tutelem ideu: um composto que contém uma base de purina ou 
pirimidina covaten te mente ligada .1 uma pentose. 
nudeosiden d i fosfato açúcar: Um transportador semelha cite a 
uma cuen/lma que catalisa a trnmfcrênda do fosfato terminal dtt 
ATP para um nucleosideo 5' monofosfato, 
nuclcoftldeo difosfato quinase: Uma enzima que catalisa a 
transferência do fosfato terminal de um nucleosideo 5 r trifosfatO 
para um mjdenddeo 5 1 di fosfato. 

nuclcctcçomo: Unidade estrutural de empacotamento da emana - 
tina; consiste de uma fita de UNA enrolada ao redor de um 
núcleo de histona. 


nuclcotídcü piridinico: Uma coenzima mídcutidka contendo 0 
derivado piridinien nicoiinamida; NAD ou NADP, 
nudcolidco: Um nurfeoskien loslorilado no um dos grupos 
tudroxila da >ua pentnw, 

nudeottdeos de fláviiu: t Ji*cn/imas nudecitklicas (FK1N ou 
FAD) contendo riboflavina. 

numera de Âvogadro í Aí): O Aumrm de moléculas presentes rv> 
peso molecular em gramas i um itwILdr qualquer composto 

Í6M -< 10^1 

numero de ligação' Ü numern de veres que uma fila dc I A 
circular fechada se enrola vobre a oulra: o numero de ligações 
lopológicas que «uniem w círculos juntos, 
rttimeru de renovação: O número de vezes que uma molécula de 
enzima transforma uma molécula de substrato por unidade de 
tempo, em condições que permitem .1 atividade máxima nas 
concentrações de substrato que sáo saturantes. 

O 

oligúmem: Um polímero cutln, usualmenle dc aminoíados. 
açúcares cm nucleotldeos; a definição de 'curto" é um tanto 
quanto arbitraria, ma^ usualmenlc significa menos de 5õ 
subunkbdeL 

otigonucleofideo: Um polimert^ curto de nucleofideos (twual 
mente menos de 501, 

oltgopqHidrtr Uns poucos ammoàrickn unidos por iigaçíVv 
pqrtldkas. 

nligosvacandeo; Virtos grupos mnnossacandeos unidos por 
ligações glicostdicas- 

oncogene: Um gme qur loa ao câncer, qualquer uma dos vúrns 
mutações ck- genes que levam as células a exibir unu proliler.Kõo 
rápida e não çoní rolada. Véirt t.imliem Proto-oncogene. 
operador Unta região do UNA que interage cum a proteína 
repressora para controlar a c-vprewáo de um gene ou grupo dc 
genes. 

npertm: L'ma unidade de expressão genica consistindo de um ou 
mflU genes relacionados e seqüéncüu promotoras e operadoras 
que regulam a sua transcrição. 

orgu nelas: Estruturas envoltas por membrana encontradas nas 
células eucariótkas; contém enzimas e outros componenles 
requeridos para as lunçõrs celulares especializadas, 
origem; O sitio ou sequénua nutleolídica no l>KA onde a 
replkaçõn do DNA é iniciada, 

oscilação: O pareamenio de baves relativamente fraco mire a 
baw na extremidade .V de um eõdtm c a base cnmpfemrntaf na 
mremidode 5 r do antkádon. 

osmose: Fluxo glnbal de agua através de uma membrana 

semipermeávei para um outro compartimento aquoso contendo 

v4ut(i a uma CDCiccntmçáo maior 

oxidação: A perda de elétrons dc um composto. 

oxidação. |3c UfM p oridação. 

oxidases de função mista: L.n/irrtas ■ uma monoxigcn.^c, pnr 
exemplo] que Ciitalisatit as reações nas quais dois reagentes, um 
dus quais geral mente é o NA DPI! e o outro 0 substrato, sáo 
oxidados. Um átomo de oxigénio c incorporado no produto, o 
nutro é reduzido a I UO, 1 'ssi,ih enzimas freqüenle mente empre- 
gam t> dto cromo para iransptmar elétrons do NADPH 

até o O;, 

uxidases: E: n/i mas que çatalixam as reações dc oxidação cm que 
u oxigénio molécula í funciona como um receptor de déimns, 
mas nenhum dos ainnios dc oxigénio é incorporado produto, 
t jimpare com a> uxigenascs. 
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uxigenascs: Enzimas que catalisam reações em que os átomos de 
oxigênio são diretamente incorporados no produto, formando 
um grupo carhoxila ou hidmxila. Nas reações catalisadas por 
uma monoxigenase, apenas um de doís átomos de O é incorpo- 
rado; o outro é reduzido a H 2 0; nas reações catalisadas por uma 
dioxigenase, ambos os átomos de O são incorporados no 
produto. Compare com as uxidases. 

p 

paJíndromo: Um segmento de DNA duplex em que as sequênci- 
as de bases das duas fitas exibem uma simetria rotadonal dupla 
sobre o seu eixo. 

par ácido-base conjugado: Um doador de prótons e a sua 
correspondente espécie deprotonizada; por exemplo, ácido 
acético (doador) e acetato (receptor). 

par de ba ws; Dois nudeotídeos nas cadeias de ácidos nucléicos 
que são p areados por pontes de hidrogênio das suas bases; por 
exemplo, A com T ou U T e G com G. 

par redox: Um doador de elétrons e sua forma oxidada corres- 
pondente; por exemplo, NADH e NAD'. 
par redox conjugado: Um doador de elétrons e a sua correspon- 
dente forma receptora de elétrons; por exemplo, Cu* (doador) e 
CiT' (receptor), ou NADH (doador) e NAD” (receptor), 
paradigma: Hm bioquímica, um modelo ou exemplo 
experimental. 

passo da velocidade limítante: (1 ) Geralmente, a etapa numa 
reação enzimática com a maior energia de ativação ou o estado 
transitório de mais aita energia livre. (2) A etapa mais lenta 
numa vik metabólica, 
patogênico: Causador de doença. 

pegada; Uma técnica para identificação de uma seqüéncia de 
ácido nucléico ligada por uma proteína de ligação ao D NA ou 
RN A. 

pentose: Um açúcar simples com um esqueleto contendo cinco 
átomos de carbono. 

peptidases; Enzimas que hidrolisam as ligações peptí dicas, 
peptídeo: Dois ou mais aminoáddos ligados covalcn temente por 
ligações peptí dicas. 

peplidioglkaiia: G principal componente das paredes celulares 
bactéria nas, geralmente consiste de heteropolissacarklcos 
cruzados por peptídeos curtos, 
permeases: Veja Transportadores. 

peroxissumo: Organela envolvida por membrana no citoplasma 
das Células eucarióticas; contém enzimas formadoras e destrui- 
doras de peróxido-s. 

pesu molecular grama: O poso em gramas de um composto que 
é numericamente igual ao seu peso molecular; o peso de um 
L mal, 

pH: O logaritmo negativo da concentração hidrogeniònica de 
uma solução aquosa. 

pH isoelétrico (purilü isudétrico): O pH em que um soluto nâo 
possui carga elétrica e portanto não se move num campo 
elétrico. 

pH ótimo: O pH característico em que uma enzima possui 
atividade catalítica máxima. 

pigmentos acessórios: Pigmentos que absorvem a lu i. visível 
(carntenóides, xantofila e ficobílinas) nas plantas e bactérias 
fotossintetizantes que complementam a clorofila na captura de 
energia da luz solar. 

piranose: Um açúcar simples contendo um anel pirano de seis 

membros. 


piridoxal fosfato: Uma coenzima contendo a vitamina piridoxina 
(vitamina Bj; funciona nas reações envolvendo a transferência 
de grupo amino. 

pirímidina: Uma base nitrogenada heterodciieá encontrada em 
nuclentideos e ácidos nucléicos, 
ptrofosfa laser Veja PLrofosfalase inorgânica, 
pirofosfatase inorgânica: Uma enzima que hidrolisa uma 
molécula de pirofosfato inorgânico para produzir duas moléculas 
de fosfato (orto); também conhecida como pirofosfatase. 
p Kit O logaritmo negativo de uma constante de equilíbrio, 
plaquetas: Células enucleadas pequenas que iniciam a coagula 
çào sangüinea; das se originam de células chamadas de megaca 
riódtos na medula óssea. Também chamadas de trombóritos, 
plasmalugêniu: Um fosfolipídio com um substituinte alcenil éter 
no C-l do glicerol. 

plasmidio: Uma molécula de DNA circular pequena, exttacru- 
mossómica, independentemente da replicação; co mu mente 
empregada na engenharia genética. 

plastidius: Nas plantas, uma organela auto-replicante; podem-se 
diferenciar num doruplasto. 

plectonêmico: Uma estrutura num polímero molecular em que 
há uma torção das fitas entre si de uma maneira regular e 
simples. 

polar: hidrofilico, ou que “gosta da água”; ao descrever moléculas 
ou grupos que são solúveis na água. 

polaridade: ( l ) Em química, a distribuição não uniforme dos 
elétrons numa molécula; moléculas polares são usualmente 
solúveis na água. (2) Em biologia molecular, a distinção entre as 
extremidades 5' c 3' dos ácidos nudéicos. 
poliligante: Um fragmento curto de DNA, freqtientemente 
sintético, contendo sequências reconhecidas para várias endonu- 
cleases de restrição. 

polímórtko; Descrevendo uma proteína para a qual existem 
sequências de ü mi no ácidos variantes numa população de 
organismos, entretanto as variações não destroem a função da 
proteína, 

polimurfismu da extensão dus fragmentos de restrição (RFI.Ps): 

Variações, entre indivíduos numa população, na extensão de 
certos fragmentos de restrição que ocorrem dentro dc certa 
seqüência genõmica. Essas variações resultam de raras alterações 
de seq Ciências que criam ou destroem sítios de restrição no 
genoma, 

poLinudeotidfo: Uma seqüéncia dc nudeotídeos ligada covalcn - 
temente na qual a hidmxila 3' da pentose de um resíduo dc 
nucleotídeü está unida por urna ligação fosfodiéster á hidroxila S f 
da pentose no resíduo seguinte. 

poli peptídeo: Uma longa cadeia de aminoáddos liados por 
ligações peptídicas; o peso molecular é geralmente menor do que 
10 . 000 . 

pdirrtbos&omo: Veja Pülissomo, 

polissaca rídco: Um poli mero de unidades monossacarídeas, 
linear ou ramificado, ligadas por ligações glicosídicas. 
poliisomo (polirribossomo): Um complexo de uma molécula dc 
rnRNA com dois ou mais ribossomo.s. 

ponte de hidrogênio: Uma atração eíetroest ática fraca entre um 
átomo detronegativo (como o oxigénio ou o nitrogênio) e um 
átomo Je hidrogênio covaíentemente ligado a um segundo 
átomo eletmnegativn. 

ponte dissulfeto: Uma ligação cruzada co valente entre duas 
cadeias pohpepttdicas formadas por um resíduo de cistina (dois 
resíduos de dstelna). 
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quantum: A unidade básica da energia, 
quer atinas: Proteínas estruturais ou protetoras insolúveis que 
consistem de cadeias pulipeptídícas paralelas nas conformações 
a ou p helicoidais. 

quilomícron: Uma lípoprateína plasmátíca que consiste em uma 
grande gota de triacilgliceróis estabilizada por uma capa de 
proteína e fosfolipídios; transporta lipídios do intestino para os 
tecidos, 

quimiotaxia: C> sensoramento pela célula de um movimento em 
direção a, ou fora de, um agente químico especifico, 
quimiotrófico: Um organismo que obtém energia meiabolizan- 
do compostos orgânicos derivados de outros organismos, 
quínases: Enzimas que catalisam a fosfbrílaçlo de certas molécu- 
las pelo ATP. 

r 

radiação tonizante: Um tipo de radiação, como os raios X, que 
induz a perda de elétrons de algumas moléculas orgânicas, 
tomando-as mais reativas. 

radiação ultravioleta (UV): Radiação eletromagnética na região 
de 200 a 4O0nni. 

radicab Um átomo ou grupo de átomos que possuem um 
elétron nâo-pareado; também chamado radical livre- 
radical livre: Veja Radical. 

radíoim unoensaio: Um método sensível e quantitativo para 
detectar quantidades mínimas de uma biomulécula, baseado na 
sua capacidade de deslocar uma forma radioativa da molécula de 
sua combinação com seu anticorpo específico, 
razão ação de massas: Para a reação 

[C] <: [D] d 

a A ■ bB ^ cí", -t d D, a nszâò: ,, ■ 
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razão P/O: O número dc moies de ATP formados na fòsíbrilação 
oxidativa por JOn reduzido {portanto, por par de elétrons 
passados para o 0 ? .L Os valores experimentais usados neste texto 
são 2,5 para a passagem dos elétrons do NADH para oüje 1,5 
para a passagem de elétrons do FADH para o Alguns livros- 
texto usam os valores inteiros de 3,0 e 2,0, 
reação anapierútíca: Uma reação catalisada por enzima que 
repõe o suprimento de intermediários no ciclo do ácido cítrico, 
reação dc Hill: A evolução do oxigénio e a fotorredução dc um 
receptor dc elétrons artificial por unta preparação de clorop lastox 
na ausência de dióxido de carbono. 

reação dc ninidrina: Uma reação colorida apresentada por 
aminnácidos e peptídeos aquecidos com ninidrina; larga mente 
usada para suas detecções e estimativas, 

reação de oxidação- redução; Uma reação em que os elétrons são 
transferidos de um doador a uma molécula receptora; também 
chamada reação redox. 

reação em cadeia da polimerase (PCR); Um procedimento 
repetitivo que leva a uma amplificação geométrica de uma 
sequência específica de DNA. 

reação endergúnica: Uma reação química que consome energia 
[ou seja, para o qual o AC é positivo). 

reação endotérmica: Uma reação química que retira calor (ou 
seja, para a qual o AH é positivo), 

reação excrgônica: Uma reação química que ocorre com a 
liberação de energia livre (uü seja, para a qual o AG é negativo), 
reação exntérmica: Uma reação química que libera calor (ou 
seja, para a qual o A/í ê negativo), 
reação redox: Veja Reação de oxidação- redução. 


reações acopladas: Duas reações químicas que possuem um 
intermediário comum e portanto uma maneira de transferir 
energia de um para outro. 

reações de assimilação do carbono: Seq Ciências de reação em que 
o CÜ 2 atmosférico é convertido em compostos orgânicos, 
reações de fixação do carbono: A reação catalisada pela rubisco 
durante a fotossíntese, ou por outras carboxilases, em que o C0 2 
atmosférico é inicialmente incorporado num composto 
orgânico. 

reações escuras: Veja Reações de assimilação do carbono, 
reações luminosas: As reações da fotossínlese que requerem luz e 
não podem ocorrer no escuro; também conhecidas como reações 
dependentes de luz. 

receptor de elétrons: Uma substância que recebe elétrons numa 
reação de oxidação-redução. 

receptor de próton: Um composto aniônico capaz de receber um 
próton de um doador de prótons; ou seja, uma base. 
receptor hormonal: Uma proteína na, ou sobre a, superfície de 
células- alvo que se liga a um hormônio específico e inicia a 
resposta celular. 

receptores serpenteanlcs: Uma grande família de proteínas 
receptoras de membrana com sete segmentos helicoidais 
transmembranà. Esses receptores sâo ffeqüentcmente associados 
com proteínas G para traduzir um sinal extracclular numa 
alteração no metabolismo celular. 

recombinação: Qualquer processo enzimátko pelo qual o 
arranjo linear de seqüências do ácido nucláico num cromossomo 
é alterado pela clivagem è reunião, 

recombinação genética homóloga: Recombinação entre duas 
moléculas de DNA dc seqüências semelhantes, ocorrendo em 
todas as células; ocorre durante a meiose e a mitose nos 
eu cario tos. 

recombinação síliu-específica: U'm tipo de recombinação 
genética que ocorre apenas em seqüências específicas, 
redução: O ganho de elétrons por um composto ou ion, 
rcguJtm: Um grupo de genes ou operons que são regulados 
coordenada mente mesmo quando alguns, ou todos, possam estar 
espacialmente distantes dentro do cromossomo ou genoma. 
renal li ração: Reenrn la mento de uma proteína globular desenro- 
lada (desnaturada) de forma a restaurar a estrutura e a função da 
proteína nativa. 

reparo de desparea mento: Um sistema enzimátko para reparo de 
bases despareadas no DNA. 

reparo recombi nacional do DNA: Processos de recombinação 
que são direcionados ao reparo de fitas de DNA quebradas ou 
cruzadas, especialmente nas íorquilhas de replicação iiialivadas. 
replicação: Sintese das moléculas filhas de ácido nucléieo 
idênticas às do ácido nucléieo parental, 

repJissomü: O complexo multienzimático que promove a síntese 

de DNA na forquilha de replicação. 

repressão: Uma diminuição na expressão de um gene em 

resposta a uma alteração na atividade de uma proteína 

regulatória. 

repressor; A proteína que se liga à sequência regulatória ou 
operadora de um gene, bloqueando a sua transcrição, 
repressor tradueional: Um repressor que se liga a um mRNA, 
bloqueando a tradução. 

resíduo; Uma única unidade dentro de um polímero; por 
exemplo, um aminoácido dent ro de uma cadeia polipeptidíea. Q 
termo reflete o fato de que açúcares, nudeotídeos e aminoácidos 
perdem poucos átomos (geral mente os elementos da água} 
quando incorporados nos seus respectivos polímeros. 


resíduo amino terminal: O únicó resíduo de aminoáddo numa 
cadeia polipeptidká com um grupo a-amino livre, define o 
terminai amino do potipeptídeo. 

residuo carboxi terminal: Q único resíduo de aminoãcido numa 
cadeia polipeptídica com um grupo a-carboxila Hvre; define o 
terminal carboxi la do polipeptídeo. 
resina de troca -iônica: Uma resina pülimérica que contém 
grupos carregados fixos; usada em colunas cromatográficas para 
separar componentes iònícòs. 

resina trocadora de âninn: Uma resina pnlimérica com grupos 
çatiònicGS fixos; usada na separado cru mato gráfica de ânions, 
resina trocadora de cátiun: Um polímero insolúvel com cargas 
negativas fixas; usada na separação cromatogjráfica de substâncias 
catiõnicas. 

respiração; Qualquer processo metabólico que leva à captação 
do oxigénio e à liberação de Cüi. 

resposta imune: À capacidade de um vertebrado em gerar 
anticorpos a um antígeno, uma macrornulécula estranha ao 
organismo, 

resposta SGS: Nas bactérias, uma indução coordenada de uma 
variedade de genes em resposta a altos níveis de lesão no DNA, 
retículo endopbsmãtico; Um sistema extensivo de duplas 
membranas no citoplasma das células eucarióticas; ele envolve 
canais secretores c é íreqüen temente associado com ribossomos 
(retículo endoplasm ático rugosoj, 

retromutdção; Uma mutação que induz um gene mutante a 
readquirir a seqüéncia de bases do gene selvagem, 
retroalimentação negativa; Regulação de uma via bioquímica 
alcançada quando □ produto de uma reação inibe a etapa mais 
anterior na via. 

retro vírus: Um vírus de RNÀ contendo uma transcriptase 
reversa. 

revisão: A correção de erros na síntese de um biopolímero 
contendo informação* pela remoção de subun idades monoméri- 
cas incorretas depois que elas tenham sido covalentemente 
ligadas ao polímero ein crescimento. 

ribümiclcdsc: Uma nuclease que catalisa a hidrólise de certas 
ligações imernudeotídicas do RN A. 

ribonuclcotídcu: Um nucleutídeo contendo a D-ribose como seu 
componente pentose, 

ribossomo: Um complexo supra molecular de rRNAs e proteínas, 
de aproximadamente 1$ a 22nm de diâmetro; o sítio da síntese 
de proteínas. 

ribozimas: Moléculas de ácido ribonucléico com atividades 
catalíticas; enzimas de RN A. 

RNA (ácido ribonucléicu): Um polirribonudcotídcu de uma 
seqüéncia específica ligada por ligações fosfodiésteres 3'* 5' 
sucessivas, 

RNA de transferência (tRNA): Uma classe de moléculas de RNÀ 
(M r 23.01M) a 30.0QG), cada uma delas combinando co valente- 
mente com um aminoáddo específico na primeira etapa na 
síntese de proteínas. 

RNA mensageiro (mRNA): Uma classe de moléculas de RNA, 
cada uma complementar a uma fita do DNA; transporta a 
mensagem genética do cromossomo piara os ribossomos. 

RNA nuclear pequeno (snRNA): Qualquer uma de várias 
moléculas de RNA pequenas no núcleo; a maioria possui uni 
papel nas reações de emenda que removem os íntmns de 
moléculas de mRNA* tRNA c rRNA. 

RNA pulimerase: Uma enzima que catalisa a formação de RNA a 
partir de ribonudeosídeos !V-trifosfato&, usando uma fita de 
DNA ou RNA cnmo molde. 


RNA ribossômico {rRNA); Uma classe de moléculas de RNA que 
funciona como componentes dos ribossomos. 
rotação específica: A rotação, em graus, do piano da luz plano - 
polarizada (linha D do sódio) por um composto ópticamente 
ativo a 25X* em uma concentração e caminho luminoso 
especificados. 

rRNA: Veja RNA ribossômico. 

S 

S-Adenosilmetionina (adoMel): Um cu- fator enzimático 
envolvido na transferencia de grupo metil 
saís biliares; Derivados este ró ides anfipátkos com propriedades 
detergentes, participando na digestão e na absorção de lipídios, 
sa panificação: Hidrólise alcalina de Lriacilgliceróis para produzir 
ácidos graxos como sabões. 

sarcômero: Uma unidade estrutural e funcional do sistema 
muscular contra til. 

segunda lei da termodinâmica: A lei que afirma que em qualquer 
processo físico ou químico a entropia do universo tende a 
aumentar. 

selectínas: Uma grande família de proteínas de membrana, as 
lec finas que ligam forte é especificamente oligossacarídeos em 
outras células e servem para transportar sinais através da 
membrana plasmatiea. 

SELEX: Um método para a identificação rápida e experimental 
de seqiiências de ácidos nucléicos (usual mente RNA) que 
possuem propriedades catalíticas ou de ligação de ligantes 
particulares. 

sequência consenso: Uma seqüéncia de DNA ou a mino ácido* 
consistindo de resíduos que ocorrem mais cnmumente em cada 
posição dentro de um conjunto de seqüéncias semelhantes, 
seqüéncia de inserção: Seqüências de bases específicas em 
qualquer extremidade de um segmento de DNA transposto, 
seqüéncia de Shíne-DaJganio: Uma sequência num mRNA 
requerida para ligar ribossomos procarióticos. 
seqüéncia de terminação: Uma seqüéncia de DNA que aparece 
na extremidade de uma unidade transcridonal e sinaliza a 
exc remida de de transcrição. 

seqüéncia regulatória: Uma seqüéncia de DNA envolvida na 
regulação da expressão de um gene; por exemplo, um promotor 
ou operador, 

seqüéncia sinal: Uma seqüéncia de aminoácidos* frequentemente 
no terminal amino, que sinaliza o direcionamento ou dest inação 
celular de uma pmleina recém -sintetizada, 
simbiontes: Dois ou mais organismos que são mutuamenie 
interdependente*, vivendo usual mente numa associação física, 
sinal de Southern: Um procedimento de hibrídização do DNA 
em que um ou mais fragmentos de DNA específicos são detecta- 
dos numa população maior por meio da hibrídização com uma 
sonda de ácido nueléko complementar marcada, 
smtases: Enzimas que catalisam reações dc condensação em que 
nenhum nucleosideo trifbsfato é requerido como fonte 
energética. 

sintetases: Enzimas que catalisam reações de condensação que 
usam ATP ou outro nucleosideo tri fosfato como fonte 
energética. 

sistema: Uma coleção isolada de matéria; toda outra matéria 
nesiante no universo è chamada de ambiente. 
si&tema abcrlu: Um sistema que troca matéria e energia com a 
sua vizinhança. Veja também Sistema. 

sistema da DNA replicase: Todo complexo de enzimas e proteí- 
nas especializadas requerido na repli cação biológica do DNA. 
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transportadores: Proteínas que se espalham numa membrana e 
transportam nutrientes específicos, metabúliios, íons ou proteí- 
nas através da membrana; algumas vezes chamados de 
permeases, 

transportador de elétron st Uma proteína, como uma ftavopro- 
teína ou um citocromo, que pode reversivelmente ganhar e 
perder elétrons; funciona na transferência dc elétrons dos 
nutrientes orgânicos até o oxigênio ou algum outro receptor 
terminal, 

transporte ativo: Transporte requerente de energia de um soluto 
através dc uma membrana na direção da concentração crescente, 
transporte de membranas: Movimentação de um soluto polar 
através dc uma membrana por uma proteína de membrana 
específica (um transportador). 

transporte duplo: O transporte simultâneo, por um único 
transportador, de dois solutos através de uma membrana. Veja 
Contralransporle e co-transporte. 

transporte linico: IJm sistema de transporte que transporta 
apenas um soluto, distinguindo -se do transporte duplo, 
transposição: À movimentação de um gene ou conjunto de 
genes de um local no genoma para outro, 
transposição do ONA: Veja Transposição; 

transposon {elemento transponível): Um segmento de DNA que 
pode se mover de uma posição no genoma para outra, 
triacilglieerül: Um éster de gliceml com três moléculas de ácido 
graxo; também chamado de triglicerídeo ou gordura neutra, 
tri fosfato de adenosina: Veja ATP. 

triose: Um açúcar simples eom um esqueleto contendo três 
átomos de carbono, 

IRNA; Veja RMA dc transferência, 
trúmbócitos: Veja Plaquetas, 

tromboxanos: Uma classe de moléculas derivadas, do araqnido- 
nato e envolvidas na agregação dc plaquetas durante a coagula- 
ção do sangue. 

U 

ubiquitina: Uma proteína pequena, altamente conservada, que 
direciona uma proteína intracelular para a degradação por 
proteassomus, Várias moléculas dc ubiquitina são tu valentemen- 
te ligadas em seqüência a um resíduo de Lys na proteína-alvo por 
uma enzima de ubiquit inação específica, 
ureotélíco: Aquele que secreta o excesso de nitrogênio na forma 
de uréia. 

uricotélico: Aquele que secreta o excesso de nitrogênio na forma 
de urato (ácido úrico). 

V 

variação dc energia livre (AG): A quantidade dc energia livre 
liberada {AG negativo) ou absorvida (AG positivo) numa reação 
a pressão e temperatura constantes. 


variação de energia livre padrão (AG ríl ): A variação de energia 
livre para uma reação que ocorre num conjunto dc condiçúes- 
padráu: temperatura, 29JJK; pressão, 1 atm ou 10l,3kPa; e todos 
os solutos na concentração IM, AG"' denota a variação da 
energia livre padrão em pH 7,0. 

vetor; Uma molécula de DNA conhecida por replicar autonoma- 
mente numa célula hospedeira, onde um segmento de DNA 
pode Ser unido para permitir sua replkação; por exemplo, um 
plasmtdio ou um cromossomo artificial, 
vetor de expressão: Veja Vetor. 

vetor dc mâü dupla: Um vetor de DNA recombinante que pode 
ser replicado em duas ou mais espécies hospedeiras diferentes, 
vetor virai: Um DNA virai alterado de forma a atuar como um 
vetor para a recombi nação do DNA. 

via anfibólica; Uma via metabólica usada tanto no catabolismo 
como no an aboli smo. 

via da pentose fosfato: Uma via que serve para inter converter 
hexoses c pentoses e é uma fonte dc equivalentes redutores e 
pen toses para os processos biossintetbantes; presente cm muitos 
organismos. Também chamada de via fosfogliconato. 
vía de novo: Via para a síntese de uma biomolécula, como um 
nucleotídeo, a partir de precursores simples, contrastando com a 
via de salvação. 

via de salvação: síntese de uma biomolécula, tal como um 
nucleotídeo, a partir de intermediários na via de degradação para 
a biomolécula; uma via de reciclagem, contrastando com a via dc 
novo. 

via fosfogliconato: Uma via oxida t iva que se inicia com a glicuse- 
ó- fosfato c levando, por meio do 6-fosfogliconato, a pentoses 
fosfato e à produção de NA DPI 1. Também chamada de via das 
pentoses fosfato, 
vírion: Uma partícula virai. 

vírus: Um complexo de ácido nucléito e proteínas, infeccioso e 
auto-replicante, que requer uma célula hospedeira intacta para a 
sua rcplicação; o seu genoma pode ser DNA ou RN A. 
vitamina: Uma substância orgânica requerida em pequenas 
quantidades ria dieta dc algumas espécies; geralmente funciona 
como um componente de uma cuenzima. 

A velocidade máxima dc uma reação enzimática quando o 
sitio de ligação está saturado com o substrato, 

Z 

zimogênío; Um precursor inativo de uma enzima; por exemplo, 
o pepsinogênio, precursor da pepsina. 

z.iper de Icucina: Um motivo estrutural protéico envolvido nas 
interações proteína -proteína cm muitas proteínas regulatórias 
eucarióticas; consiste em duas a -hélices interactantes cm que os 
resíduos de l.eu, a cada sete posições, são as características 
proeminentes das superfícies interactantes, 
zwiteríon: Um íon dipolar, com cargas positivas e negativas 
separadas espadalmcnte. 
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fnsr, variação de 86 1 Hr.4 
hisíamina, inibidores da 66 ! 667 
inibidores erlzimiticos irreversíveis 203 
omitiria JcECHibosiJuac 661 -662 
projetando drogas de forma raciona] 207, áó4 
agünisias, 349-350 
agíecana, pmiÉfna do núcleo 237 
.■^n)f.Ylr .'érÍH.Tl íj,'rh:r6üi , i,:tü tí 1 ^ 7-HvH. 

.^■mr.'a,:V.:^ori-r.. i ::Jr. Iransportadiil 898-877 
águo 64 

atmosfera primitiva, na 58 57 
divagem du 551 

[cimi.i fundamento bioquímico 2 
tumpastòs nao- polares e 68 
dictétrica, constante 68 
difusão através Jc membranas 3 3 7-3 L 8 
eletrostática 6o 

entropia r dissolução de saia t>H 
estrutura da Hl 

Iblossíntese 540, 54 1, 548, 553 554 
gases, Solubilidade dos 68 
hidrogênio, doadora de 333 
hidrogénio, ligHçócs de 64 : 74J, 1 23 - 124 
interages fracas 64 
lipídios 31)3 

maeromoléuulai, nas células Bi- 54 
axúlijçn.ii, trações de Al , 486 
pH, ttfflpütiartvento e skiemas bicJ^koffTT 
potenciais pad ráu de red uçit> í JT r 'l 340 
propriedades çuíigtitivas 70 
reagente, como Al 
rep ciência i) 263-2*4 
respiração mitocondrLaJ 522 
retenção da 348-349 
solvársflo, camadosdc í24 
IriaeilgliL-ertiis, solubilidade na 282, 465 
vim der Waals, inleruçôéx de 7ll 
vida ea 64, SI 
■água, iomzaçrio dn 

importância biológica 64 
água , produto iànico da 74 

AK !AR i 5-am innim idnzol -4 -carboxiam idn ribon udeotí 
dei i 65 I 

A II >S i.SI l>A, alndrome da imrmcideficiínáu adquirida) 
34. 176,676 677, 795, 897 -898 

ajuste induzido, êníutna íujiíjt 176- ti?, 2 LÃ, 4 L2 

alanina u rmnotTU nsferu se I. Aid ) 472 473 

alaninn racemase 660 

alanina 

aminot ra nsterase e reação de transferência da 
amónia 6.1 1 

anfotériça, propriedade 95 
cawbulisilio do gi npti amino da 487 
degradá yiió .üJíjdat i va 3111 
gjiconeugénrae e ^6h 
glicose- iiiumria, cicio 472 473. 684 
K, gmpo laleral alifitica, liití polar 92 
sintese, da 650 
alantoina 674 
AÍa : tRNA sintetjsc 822 
albumina, veja sordalbilmina 
alcalóides 661) 
akakise 73 76 
alcaptufi driã 5<)ó 
aleno] deskimgrnase 203 
ákool 

catabolismo, do 402-405 
d cs i d roge na sc 205, 421 
estado dc oíidaçjo 50 
fermenwçaci l Ay-l^?, 121 
ingestão puí humanos 444 
LigiL^ãí.) gliceisidiÇ.i 2.1-1 
solubilidade 66 
aldeído 66, 225 226, 22A, 77^ 
al do cio se 2 2 d 
ai do fura no se 22A 
aldol, condcnsaçio 44 3 
aldóLasc 4L3, 576, 5SB 
aldopiranose 228 
aldosc 225-226, 409,413 
aldosteruna 292, 699-700 
aldtiti 1 64, 171, 75fl 
alérgica, rcsfxisra 17H, 2SB, 661-662 
au dobra, na estrutura protálC* M2-I4J 
a -iintLpTi.i1eina.se 217 220 
aj-adrenérglco, recept£>r Ã^4 
a-aetioa LA2 


u-iimanitrnn 777 
a-amiUsc 421 , 423 
a-jminoáeidos 34-55, 9&, 99 

a- jl cilindro 145 

fi-ccloácidci dc cadeia jamifieaLLi,desidrog-cnnse ele- 5Í.W 
íi-eetoácido desidrogenase, complexo da 442, 44A, 5t>B 
o. -cík ibuiifá t(i 65<) 

£j. eeiogknai-iilHi desiclmuenasc 442, 44A, 453, 456 
a-cetugJtLUiriiin 

itminoicidus glicagénieos 371 

íimi noáeidos, oxidação das 4H7, 631, 50 1, 30K 

,imi nofieidita, smtese de 043 

cicio do ácido citrico 444, 430 

eitratu, pesquisa dc 531 

^Jitpnoogêncsc 56A 

Ira usa hiirlai,Jõ 63 | 

K uSi.dsiivaleraCcn 650 
u -hélice 126, 1 26, 142 
Lí-iactalbuminii 576 577 

n-lactaibumini-gaJaelasütianSfenist!, eompléüO lIj 376- 
57? 

ix-mclaníKito, hormônio eslimuianle de Ujc MSI’!) 704 

rt-MSH l.hormônio estimtdautc de u-mulanôciti.L) 704 

rt-s|ucroiina 32, 126, 132 

alga IH- 17. 28,34* 

alga vardc-aml, vaja cijinibcictc r ia 

idgii vírlilfliia 54 Ã. 544 

alga* verde- n^uliidiLv 18 17, veja também nl^s 

alimentação, eompartumenbi 7(M 

ai ü lactose 849, 850 

alongamento 777, 778, 826, 828 

alongamento, fato rca de >13- ) A26, A46, Jk>2 

alostÍTicu, iigacáo 166-167 

alosl i r iras, enzimaá 42B, 63 L 

akisl f r iras, proteínas 344 

üdosiética, T^nlaçãolôy. 2LÃ-2I4 

alostérioLis, sititis 7.1 5 

Alper, íilsvah 153 

alquila ntes, agentes 270-271 

AJ.T (alanina aminolransferase) 631,4^2-49'j 

Alrman, 8idncy 791 -792 

Alo, tamfiia 715 

Alvbeimer, doença dc 629 

AmattitQ pfialhirfes 779 

Ames. Urm v 747 

Ames. teste sie 747 

amido, grupo funcional 644 645. 676 677 

amido 233 

amido sintasc 5-7+s 

arnilopcLtina 233,425, 576 

arnilose 213, 576 

amimi, grupo funcional 66 1 

amjrui, boi niAhios 696 

a ni lisi i;Ll ilIs in, iiierabidisIVini 
amónia 63 1 . 474 
degradação das protemas e 4K7 
destinos dos 624 
enctíria inetiibólica 486, >1 L 

piridniaJ-fasfato e t raniftrênda do grupo amma 4A9 
490-491 

visila geral do 4Á6 
4rni ntsáddps. Iicidacán deis 486 
o respeito da 624 
aectoncetil (ílA 50.1 
aminogtupos, deslino dos 6 74 
cicio do ácido eilrieo e 624 
degradação 486 
energia metabólica c 480, 51 1 
n minoácidíss, rcslduns di.es B9-ÍJÜ 
riúirum cLe, nas proteínas 99 
[tepl ideas 67“ 

pKstíinns ikibniaMS IK>, 114-135 
aminijíscitkis. seçjiUendariiento d<is 
Cüiigrnn 133 

deduçioda sequência I L2 113 
determinação da sequência 109 
linear, seqüéncja 4-5 
miniglohina 134-135 
ÍMiUpcprldcLLS I(í9 
proteínas dc membranas 3J 1 
sfntesé qMÍrnirJ de peptiderhs c p rota i nas 1 16 
aminoicidos, Veja tamWm código geitátióO. pepridens c 
proteínas 
a respeito dos 89 
abiótira, sintese dos 57-58 
ácido -ba se, piopriedadea dos 95 
li-aminuácidos 96, 99 
alivaçilo dos, na smicsc proteica 816, 821 
catabolismo : veja metabolismo dus ami no ácidos) 
ciclo do ácido diricó e o 498 
rliissificiiÇãa 72 
CÍHltms Aí J7, 8 1 ,1 
deKarbuxiláçíu dos66| 
enzimas, ulividade tias e pH 207 
essenciais 497 
cstereoiaônLCTUs dos 91 
estrutura, dos 44,84-90, 126 
tigado. processamento pelo c distribuição 684 
jllicnneogãn icos 486^ 51 1, 368, 571 


isómems 4S, 71 , 66b 

metabolismo (veja mctahnlismo dós aminoáddosl 
minl.tctdjs det jvadas dat 65 1 , veja também aminoáci - 
dti? como precu ruíres nwléc ulaírs 
nomenclatura 89 71) 
origem 799 

pcpfidcos, composição dos 99 
pKj 95 

prc-biótica, condições de formação 57-58 
pmtcínjs 54.56, 87-90, 4A7 
proteínas dc membrana c 3 1 1 
R, groptsl A7-9ÍÍ, 72 
reciclagem 8.19 H4iJ 
sinleyr de Itucleotideos 666, 668, 684 
stnlese de proteinas 831 
síntese, vepa sintese dus aminoicidos 
rampóes, como 79 
lilutaçáo, eurvas dc 95 
L"V, ahsorçáo no 74 
aminoacii |A), sitio 825 
arnioiMcil-ilíNA simetase 8fl6 

aminuqt idos os tllNA, ajnstc entre 82 1 
coíreçüO d,i All 

inidiição dn sínlése pzoiéica 816-8L7 
segundo código geníticó, roum A21 822 
aminíMcil-tRNAs 806, 816-617, 626, 626 
aminoisoprnpano] 475 
aminíJtcrminal, mndíficaçôes do grupo 831 
■aminoterminal, resíduo 97-9A 
sminotiansferasça 5Ü8 
iiniiial 52 1 
iinlo i(.n eOlese 29tl 

amónia, rnetaboILimoda 4A7, 472-493, 5J5 
amónij 

uminoácnlos, calabóüsmo tios 487 
atmosfera primitiva na 56-59 
excreção da 497 
gluianuio 63 1 
metaholismo da 487 
itilhugéiiio, metabolismo do 643 
PtthIllÇiíhi induítri^ 642-64Ã 
sintese dus amin&ãddos na 643, 6,5(1 
solubilidade na águn 66 
toxicidade 472,_494, 497 
uréia, e494, 49v 
amónio, cianeto 779 
amónio, ion 7" 
ariióoio, Sullaio 118) 
arnoniotêliútss, animais 474, 476 
íirnnsidlinn, lesiMÍJíria 4 71* 

AMR 'udenosini! munofosfalo) 

A I R 392-393, 468 
cAMF 353 

[1KÀ liga sé, rcaçao da 744 

fcisfofrutoquLnaié, icguiaçilo da 412-413, 424, 569-57Ú 
fosforilase, rep.ijl jçá'.> da 2 IA, 573 
glicon eti gênese na .564-67M 
nucleòtWbjs dio purínas. na sítitese dos 666, 6n8 
piiuvato desidriigena.se, na Teacán da 455 456 
tiansfosibrilaçãu de nucleottdeos 39Ó-377 
uréia, no eicio da 494 
amplificação biológica 
cascatas hormonais 702 
I >NA inserido 884-885 
gtue, scqúenciamcnto e isolamento 887, 888 
ErJn.sdLiçIa de- sioai.i 34U. 34 6- .347, 35 1 -362 

AIR 10 II. 18 A 389,565 

eido do ácido dl rrctí 453 

ciclo do ácido cilricu, precursores do 453 

definição 10-11 

piruvato, 42A 

fs catabolismo 428, 563, 608 
andiasc, complexo promotor da ( AFC ! ! 368-369 
an.ililáiicHi, choque 29 2 
atwfilíxiá 698 677 

Jníipleróticíis. rénçOr?, e o ékló do ácido círriçi i 446, 453 

andrugêniws, hormônios Ó33 6,34,697 718) 

anemia falei forme 167 

anemia perniciosa 476, 501 

anemia perniciosa 476, 501 

anexinaa 3Ü7 

aufihólica, vii 453 

Aofinseri, rjiristian 151 

imfi^sátims, cHiicLpLuios 68, 466 

anfipiticüs, lipidiós 303 

anfolito 94, 104 

a ntótero 94, 95 

aiigstrum 126 

)\ngstmm, Anders ). 120 

anidrido Al 

aniônicos, canais 14 1 , 346 
aniônicos, trocadores 320 
anomérien, carbono 23 1 
ai Kiroxigpnos., neuropeptídeos 7114 
anosigénita. folosSlniiílé 54A 
antena, clorofila 547, 548 
anlenii, moléculas 544 , 549 5 5d 
rurrmjfflpneJw A7b 


üntLbiiitLÇüH, veia também -agentes fiLmiJu^uficos 
D-aminfláCidos no* 66C 
glici.MIaçiln W . '■ Ti 

isopeiiEeml pirnfmlãia, xintev? ítí.i 624 
píflidlltlii 580, 71 B 
pericidiná A 52 1 

pJostnidio, resistência codificada por 713* 764, 685,902 
pTnteLniü, Lndbi^a- da síntese düs 832 
RNA, inibição da síntese dü 779 
anticcMgulanres 237 
antipíSdon KW, 813, 825 
antiú>rpii-;m|igvnLÇ interação 24, 70, 17(1 
anticorpos p&lkfciíMJs, instrumentos dv pesquisa 179 
anticorpos, 24, 70, 172, I 79, 209, 694, 766, 864, veja 
também resposta imune 
anticorpos, bormónio-espccificos 694 
antidiuiético 
ADH 32 1 

va*op rcítsi na 291, 700 
anci^én ic<i, determ i na nte 1 72 
ainí^tiíj-aiiikLHinii. iniera^Lh 24, 70, 176 
aneigerms7l.l, 17$. 179, Ml 
antimkimi ,4 523 

untunfliimaLúriii n-ão-esteróidc 1 N5AID), droga 292, 609, 
6 Li) 

anliinflamatórios, compostos 698-699 
unritmdantc 453 
andtiumbLna [][ 237 
mtoçii ninas 26 

afltfiíjilSHft 654) 

AP, endunudeuses 751 
AH sítsu 75(1 
apetite 703 

apimixidiiuco, mio 750 
nplóidc 27-28, 755 
apoenzima 190 

apúlipciproteind A- 1 ( aptuA- 1 ) 629 

apoLipoproteíuí HKapnRj BIO 

Sjxilipntoieina H 48 (apoK'46) 629 

npuiipcipnotíina b-ldü (apu D- 1 CK) ) 629 

apoLipoprtrtciru! C-ll ( apoC-lEj 466-, 629 

apoLipcipratcína (.i-JII : apot MH) 629 

apciLipapnotcinas 466, 628' 

apopnotcínus 19(1 

apoptoaç 176,372 

ajSLmniai, sOini 7$0 

ac|Lia! i iriri js ( AiJ Px) ÜK, ..121 

uquLijíM, sitemas. e vida 64. 81 

ftra opeton 857 

Ambidopás ílinHann 329, 1172 

arabimoac -B56, 858 

arabkmose isomccase 857 

AraC, proteína 857 

araquidonatü 609,611) 

vi.i linear 6 to 

araquidínicu, áddo, dtfiv-ãdos dm óíw 
A dber, 'iVerner 66 1 
arginase 494, 498 
atgiiiina 

aminoáack], degradação 506-507 
lIlíii da uréia, no 647 
histbnas 726 

itaido nítrico, iStifese do 699-7D0 
R, grupo 93-94 
sinte-M? da 94, 647, 664 
arginLncMsucTinatEí 494 
argininosaucctnato liase 494, 498 
argininossuccmato smtctaK: 494, 498 
arqueo bactiriaa 2 1, 7B5 
arreitina 360 

ased rbico, ácido ( vi ta mina ( 1 90- 1 9 1 , 577 -578 
asma 192 

asparei ha $ 1(1, 650 

asparjiginav; 5 LO 
iíspartame 96. 506 

Hspartalo nmi notrn nsfeTa.se (ASf) 631 
aspartato aigi no asar cc inata 495-496 
as par tato li-iemLatdeJdü 650 
aspartatò (3-a«miflLdddci düidrogcnjse h5U 
aspar talo tianacarbamoilisa 215, 670 
a.ípá Mato 

iispartiihie, nò 506 
ATI 3 , MiHese do 535 
çklú do ácido cítrico 459 
degradaçáo 5 LO 
Hatcb-üJack, via 594 
nuclcotldeos, síntese dna oisH 
síntese 650 

uréia, eido Ja 495-496 
AspHrgifJtis tiiger 453 
aspirlfW 10$. 292, 6119. 6LIJ 
asjimtEríco, ãrowo de carbono 45 
simétricos, cvntrosi nos iiiuflpssacãridflus 226 
a sii métricos, compostos 89 90 
associação, constante de lA,) 161, 342 
Astbury, WLlliam 126 
autàcrinús, hormánios 340, 697 
atcrosderckic 632-633, 876 
atmosfera 2, 19-20, 68, 419, 44 L, 453, 592 


ATP (adenóiina trifosfalo) vi»jj lamLvítn sínicsé do ATH 
acopladas, OMÇOefl 366, 410, ^1*8- 
anaplvnrVIicas, re.içOiís 453 
Á] Pasvs. transportadoras de iints 323 
c.A.MH sintese do 331 

dióxido de carbono, aHimiiacHCirtjKacáo 5B6 
UNA, rcpticaçflD do 74 L, 741 
imergia por transtcr&nda de prupni 392-393 
Éormacdti 4 LO, 451 

fosíbn], tíaiisftirínciú de grupLsv .366- 189 

fi si fy rilaçni i osLdtdiVá, regul*v*) tia 536, 539 

fotossIiHe* 544) 

fu4olran«luçao 357-358 

giicdiise, 417, 428, 430,446 

hidrólise ] 81, 184, 273,388 

magnósio, complcsos com 4 12 

nudeobl ico, maçao de dealocamentei 394 

nudLYitideo, rninipiirlJiLnr de enei-gia qúimica 273 

pirqfostalo, d i vagem dt> 391 

fxltehcial ,4él m 1 1 ( iai i , mei nl M'jn a (V m J 341,441 

fKitenciál ekCíLKluJmieo 52,5 526 

quebra, do 8 9 

segundo mensageiro, como 346 
siniese (veia sinlese do AJ Pl 
transpnile ativo 323, 395 
transporte na mllocôndrla 515 
ATPasea, seja também Na 1 ,K ATI^ases 
dotníniü integral tramittembmna 323 
F ripo 324 
miosina 395 

proteína, maitaçáo de 639 
F-lipo 323, 325 
V-tipo 416 

ATF-giicuse íosfotransférasc 246 
ATI 3 Miirase 

ATI 3 , ligação e Libeiaçin do 53(1 
Iml I éria.i 546-54? 
l lrntspl asrrxs v.s mítiK ónd ri,is $ 54 
doirvlnios l u ndynail l'„e l ; 529 
fosforilaçào oxidatisa 528 
íotofosfdriiaçlo 6591 
oxidação-Teduçfto, rcaçOcs de 399, 704 
suhun idades 530 
cilacóides 7 ló 

ATP, .slntL^E- lNi 328, veja I ;'I nllsíri i ATP siri las? e 
fysforilaçin oxiLlaliva 
a Trspeiw da 51 5. 526 
taláiise rotativa como chave 53 1 
l'„ c H | complexo 553-554 
íostdrilaçào oaddatlva 526 
quemiosmóticcii acoplamento 531 
traniportaekijefl, sistemas de, para oxldaç3o 
mLtnoündjiaJ 535 
ativação, energia de 

VrP, hidrólise iJy 389 39ii 
definição 192 

diminuição por enzimas 191, 193, 388 
ligaçàas energia de 194, l%,tJ2 
ativackiTCH 848 

atividade e concentração efetiva 74 
atividade espeelllc.1 106 
atividade, unidades ens.imâLiciis de Ide 
ATH pmdúçao na 4(W, 41(1, 446 
ÁTH sintase 526, 554 
cálcio, bomba de 356 
evolução da 28, 29, 51 3, 539, 7 19 
glicidatu, via do 592 
jantam ato, tranvptirte do 63 1 
usina de iòrça celular 27-28 
doropLastov 2K 
auto-radiografia 735, KH7 
auto- regulação 867 
TllUÓtrÓfico.s 18 |9 
jnixinas 660 
Avery, tlssvald T. 255 

Avcry-.MacLeod-McCarty, experimento Je 256 

jvldina 455-456 

.ixóirios 345 

iizascrins 676-677 

Aü[jLi(j£ii:6:r 64 1 

A/T í 3' acido- 2 ,3' (licleos i l i mídinii 1 578-579, 795-796 


B 

13, células füníòcitos 13) 172, 173, 700, 767 
15, lintócilos 172, 175 
HneríJíij íuírblrj 2 7 

15At!s (cronroBsonras b.icterianos artificiaisl 886 
bactéria púipuia 548, 548 
Lvactérias do aolo 643 

bactérias, veja també m , L '. (x>h í fiutyfiçhiit n/5; . 
aerrtbicas 19, 539 

aininoífeidos. siniese de 64.1, 661 1, 65 1 

S.friueohacléíins 21,785 

cromyssomo-s e DN.A exl r-aeromovsomol 713 

endossimbiótiens 29, 539 

evoluçào das 21-22, 28, 551 

fermentação láctica 419 

ío&ícirLlacân nxidativa nas 539 


íyii)(|ulmicns, cènlno das reac(H's 544 

fy tossi ntéticas { vein cianobáctérlas ; 

genes, nomenclatura 84n 

gl icogénio, síntese 575 

halofilicas 285, 555 

Lipídios dav .105 

P, tipo de bomba AlPase 313 

proteínas, marcaçiUi e dígradaçio H39 

proteínas, SlJHésr.: Jas 816, 8 3 9 

Tvsi.MeiLi.es, cepu-í 7 1 K 

nibó«úma!i 810-817 

RN A, piDce5*amento. pré-nhessomaj 787 
iRNA 787 
tRNA 787 

vírus das íveia bacterirtfegos) 
bacteriüelnrofila 546, 548 
IxjL tefirdágeis, veja ramlsérn viroses 
lLi !iiiÍç.k> 54 

t, fitlr (Ííuterirbw Cfíji) 2 56, 799, 886 
genes 18-19 

genev, expressàu c tegulaçéo 862, 864 
genómiea, bibíioleca 887 
iritrona 735 

í„ vetores de clonagem 886 
<t>XJ74 813 
replicaçao 256, 735 
bMetíjriofeolii inas 54K 
tiaelerini iiKiiipsina 3] ], 555 

Ban-Có de I Jadós sybtc Hroteiníis; "Fbulem Data bnnk 
iH]>b) 134-135 

banda 3 'trocador ctnretti-hicarbonatn) 30i> 
barbituiatos 608 
bnses, pares dc 3 32 
bases 

animoiâcidcis unim 95 
fracas 75-76 

fiucleot Ide04 250, 255 256 
jnfptkleos, coínpurtamcnto iiddn-btLse 93 
1 il Lilaçáó ácido-base 70, 95 
basofilícas, qu inases 2 1 8-2 L 9 
basótilos L78 
13- UM A 261), 722 
liesiífe. t ksirge 7 13-714 
benütnn 87 

l>ertrpi'rt /pi neny 573-579, f.ljh; 
bcauHlü 497 
bcnzoil-ÍJoA 497 
tsenioilglicina 497 
benzoquinona 516-517 
I3erg, Paul 864-885 
Fkc gel rflm , 8o nc 29 L - 292 

Ijl- iil Ii-ri -144 

bersori, SdyiTiíin ,A. 694 

| : l pmietna- cliissi lioiçáo 14,3 

|1 qneratsná snitaUí 237. 237 

|), carbono 563 

|i, células 7(í2 -7(f3 

lUoJha L28-J29, 142,31 1 

jl, torção, na estrutura proLéka I Jó 

jl-adr enérgica, cjuinase; des í&gptgr 353 

|'l ádrenérgHiHL, vias 350.371 

|3 u.drenéTgHj.K, sistema receptor 341, 349 350 

P-adrcnérgicos, receptores 349-350, 705-71)6 
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jl-galactosidase 849, 85(t 
jl-galaclosldeo 85ü 
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|'l I Irulow D lrulyse 22-5, 425, 431.1 
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bicarbonato 

cLüreló-bkirbcmaítrk trocador 320 
Haieh-8L.ick, via 594 
hemoglohim, 1 1 ai i.ipi i rtc di i L 66 
tampão, sistema 79 
uràia, ciclo da 494 
bicóidf 874 
biliar, vesícula 466 
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cGMP (guaniMina 3 '^'-moiiofosúto cíclico) 
como nudeorideo 25 L, 275 
como segundo mensageiro 146 
ligínk inl medular MÒ-3-Ü 
proteína O sistema «eppbdo, earacferísticas do 362 
cUMF feisfodieste rase 560 

ctl.M F proteína quina&r dependent-r de (Bhü) 349-55(5 
CílRF ■: calritonina- pepCiden relacionado oo gene da) 7B7 
Qian|çcaux, Jcan - Pierre i68 
chapemnes moiécularea 153, 837* 839, vej também 
ííflistcntH moléeuin res 

chaperonilUK 153 (veia la-mbém chapemtieí; moleculares 
e Ifiistflitn iflrOLíCnlírts) 

Lbatgaff, lirwin 256 
ílhargafT, regraa de 256 
□base, Martha 256 

(Oil); (clorofila, par especial) 546-547 
Chiumiàimõnm 18, 22, 34 
cianeto 528, 799 

cianetts Lttidaçae. do NADH resdatente ao 52" 
viíiftldricO, ieido 749 
cianobactérias 1 9 *í) 

cltocromn completo bf<fe àtocmroo f 550-55 t 
evolução 2B, 351 
fixaçao da nitrogénio, 640-64 L 
lotossi ntéticas 20-21, 54B 
pigmentos dai 543, 544 
produ^lo do oxigénio 44 1 . 453 
Ljuiiocolialamina 475 
UilflUgíllkii, brimhí!o 1 12 
ridica, simetria, em prókírias 14.5, 148 
cíclica, via 153,444 

cíclico, AMH; veja cAMF íudenosina 3' ,5' thortofcrtfato 
ctdico) 

cíclico, fostodicsteraac do nudeotideo 353 
ciclina 367, 369 

çielina, prateina quinase dependente de 366, 367 

l i l 1 1 1 Ti i j i ; 1 1 1 , dímero da tiinina 269-27Ô 

eidoesirnida K32- h;33 

ddoxigenase (CÜX) 292, 609, 6K) 

cílios 32, 34, 361 

riuictidirea S45 

cinamato 660 

cinética 49, 319 

cinética prt-esUdo estacionário 199, 204, 2 13 

circular. DNA, veja plavmldios 

ris-acon ilato 44* 447 

cistatiociica -fliase 45543 

dstationina 65G 

dstationina Jí-liase 650 

cistelna 

degradaçáo mddariva 501 
|Xintes dLisnltctci 97-9B, Bli-812 
11, gru])L>, polar nao-car regado 93-94 
síntese 647 
dilemas 29 

cística, librose 151, 153, 324 
cislina 109 
cis-íraní-iBÒmcraB 45 
dtldilatü 395 

mulilato sintetaiÉ 669-670 
i iliihii.i 5"-dÍfiiifatO 616-6)7 
citidina 5' iftnnoftufato 393 
dtidina 5' triíusfato 6IB, 670 
ritobromo h 550-551 
ritobromo l^tíJft 
dtobrotno is, redutaae 603 
diobtomo 522 
ritobromo 6>,,522 
ritobromo iç, )‘ co m plexo do 550 
d lolin iri lo Ja - |, qnmpleso do 522, 548 
cltó.dnís 3Ò3 .464 
citodoese 29, 366, 369 
cirto-crumo c 372- 373 
aminoácidos 83! 
citooomo L| 522 
citocTomo l; 54 7 
citocromo c ?u 7Ü6 
d i l.i i»rr l h r "i 'i o f 330- 5 5 1 
utucromo i xxkliMe 322, 6118, K a ll 
dtocromo P HN | 60H, 685 
ritocromo P H vi redutuw 664 
dtacromos 20-2 1 , 517, 5 1 d 
ckocsqudetD 29 
diopLasma 16, 29 
dlosdtia dexaminasc Blfl 
çltosina 

deaiminitçao 269, 750 

PNA 730 

DNA/RNA 250-231 
melJLascs 27 1 

mutaçòes, Ü i, -metilguáftln& 753 
citasal 16 

citatáxicaíi, células T 17, 175, 176 
dirata 

ácUIns graxns, sintese dos 606 
aplicares industriais 453 
l i l 1 1 1 dei ácido cítrico 444,150, 456 
fcfcjfiLifríJlíK|ülf|iJse ( PFK- 1 1, regtilaçáo da 457, 570 


fcsforitaçío 2! 3 71 9 
glLcorurogínese 568 
sijkitaJatD, ciclo do 459 
ncaçOca aaaLmétricas 452 
citrato, pesquisa do 451-452 

ciclo do ácido ris rico 141 , 446, 450 
gliLOgínlços. aminoáddos 571 
glÍ! oníi lyf nese 453, 665. 56fí 
gliOKüJiál o, ddo ilo 457, 459 
I latch- Slack, via de 394 
malato-aspartattMranstiortadur tle 535 
piruvatcv caiboailaie 4 53 
uréia, ciclo da 197 
citrato, transportador do 446, 456 
cítricos árido 

ücetülo produddo 442 

ácidtus grjtiiis, hiíÍh1;hí1h , i do* 466, 470, 47 I 

atníctoísijçit e n24 

cetinicms, <orpcra 4U0 

cnergÍH oriunda da glicólise 410,419. 453 

estequ Lonietría 4 1 0, 452 

evolução 453 

Irenes para emimaa do 847 
gl icogénicos. Intermediários 568 
glioKalaro, ciclo do 457 
GTPj fijrrma^in de 418 
mitcicàndriu 446, 6 1 ã 
rettc&es do 444 
rcgulaçàn do 455-456 
succinato dcsidrogenase 52 1 
uréia, delo da 495-496 
dtroil-CoA 446-447 
ciirulil-AMP 494 
dlrulna94.494.6l7 
classe, estrutura de proteínas t45 
Classificnçãu Eümnurítl de Proteínas (StltlP) ha.se de 
dados 143, 145 
clatrato 68 

datrina 20-21,339-840 
riauslua, Rudolf 384 
Clonagem, 3>NA BflO 
a níiptíto de MO 

apnplificú^ilst de seqúÉncLas M7, ftBB 
celular 38, 174 

componentes do DXA recomhiriance 8811-88] 
cromosromoa arlificiaia de levedura '■ iACsj 894 
□NA, biblioteca de 8fl6 
□N'A, hibridiicaçáo dss 8BB 
gene, aliera^áo do 894 
gene- terapia humana 9112-903 
hospedeira, célula 88 1 , 8SM 
clonagem, veiores de 8811 881, BB4 885, 894 
clonaJ, srfe^So 176 
clone 179 

ciciiantcnLcol 832-B33 
cknranicnicLii, rcsiattncLa ao 886 
cloreto de sódio, grade cr istalina 66 
dotei O, lon 341,348-349 
ClóridricO, ícitto 74, 487 
cltmollla 28, 541 
cJoroilla n 543, 543, 548 
clorofila ,b 543, 543, 548 
dorotila, par especial 546-547 
doroplaato, Df4A do í cpDNA) 714 
doroplastos 

.iL idos gfjsos, síntese de 605-6Ü6 
surtido 233, 576, BKft 
ATPstntase 554 

dióxido de carlmrio, fisj^Lvassimib^árn 381 

estromn 531 582, 588 

estrutura v EiançSo 28 

oclu^ào 29, 554-555, 719 

lólofnaiorUacáo 515 

tolosistcmas 544 , 548 

intO.ss.1n tese 28, 540, 541, 5B8 

gliccjlatLK, via do 592 

prokinas. nlarca^n de 858 

próton, tliferen^ii tia to rlCtnl ró^ÜLh de ‘(ApHj 55.1-554 
próton, urndienLe de 525-526 
trisosea fosfato, sistema Je transporte de 588 
tKNA I RNA de transferencia) 7B0-7BI 
( IÍlIíj ríJÍJír.N açtíobu tyrkum 420 
ÇM P, citid ina 5' - mo no fosfato 395 
CQ; (dióxido de carbono) assinai lacáo BB I , veia tambím 
C.Òj fbuiçicVássimiláíSo 
CÜj, ver dJbiiido de carbono 
í.!oA, veja coeniima A 
coagulação, do sangue 94, 220, 687 688, 831 
coltalamina (vitamina Ui.,) 474, 475. 476, WJ 
úilioltn 475 
cobre 159, 522, 524 

üH icaína-anfetamina , Iranscritü regulado por 704 

Gockaliie, íiriLiiça de 778 

aodlílcadoíá. Hia 772 

cudiíicante. cslrttlura 81 ,3 

código genél icti, descoberta do 8(i8 

códon-onticódun, interaedes 8(>9. 813, 923 

códcms fltbl 

cAdona triplos 808 


códcms, 806-807 

amLnrtáddos 8í)9, 813, 313 
anticAdori 309, BL1, 825- 
antiCAdon, btaço dn IPMA 821-B22 
código genético ft06-8í.í? 
inirioçAo 809, 859 
mKNA I.RNA mensageira) B09, 913 
termlnaçao 606, 828 
triplo BDB 

Loci-uíi ma A l'í !oA) veja também acetil-1 InA 
áceuMoeutrs ativaçAo do 4B0-4BI 
ácidwgmsos, oxiiíaçáo do 463, 468, 4‘t, 474 
Lt-cetoidclo deticlnvgenaàé, completo da 448. 50B 
cisrato sintase, rra\ jx.i da 446 447 
dcscarbnxklacào oxidatLva, reaç3o dr 442 
pinrvato deaidrogenose, compkro dn 442, 455-456 
coeficiente de sedimentação B 16-81 7 
cocn limas 190.102,442,444 
coanurna B , , 171 
coeniirtu Q (ubiquinona J 402 
coiigmo 94, 1 341, 133.239,313 
coligefltg gem 1 di ► 7 1 h 
colecalciferol, vifetnína Llj 293 
cókra. tujiina dn 169, 242, 846 84 1 
coLcsteril ésteres 629 
colesterol 

esteróides, derivados 292 

esteróides, hormônios 699-700 

Idnte de cafbono para 624 

HnUlipoprotelna de alta densidade) 629 

I HL (iipoprórleÉria de baixa densidade:. 629, 819-840 

metabolismo 632 63.1 

vilamina D, precursor da 293 

VLHL ( lipoprateína de densidade muito baixai 466. 

629, 631 

cniealerol, atntese do 624 
coligai ivas, propriedade da água 70 
colina 619-620 
eoíorrétal, câncer .172 
coluna, cicunu Logrnda em 100, 103, 179 
UotnisHáo pam L-nrimus, numero (E-C. número) ftK) 191 
compactina 632-633 
competitivo, inibiçáo 205 
complementar, D NA (cDNA) 795, 887 
complementariedade 
iútdt.M [lutléiriis 239*260 
iinligeno-ariluorpu 70, 176 
□NA, tluplu hélice II 12, 14, 734 735 
enrimas, eslaclo de transição 48. 70, 194. 2W7 
hormónicH, receptores 70 
interação ligaiite-pralclna 172 
transduçáo de sinais 340 
oompk*B abcrlo 77B 
chioi pl i- vi i fechado 778 

complexo l, respiração milutiK.drkl 471.. 5 L 9, 321, 527 
complexo LI. nespiraçáio rtdlocO-nd rial 51 9, 521,527 
complexo 11 EJ, rospi rsçào mitorondrial 519, 322, 527 
complexo IV, respiraçáo mllocondrial 5 1 9, 522, 527 
complexo V. veja ATF sintase complexos, 
carboidratos 225 
Cfiniplanw, iransposons 764 
duiiposloa orgíniens 41, 42 

conalbuiíiina, getu 1 da 716 
concentraçlo 
efetiva 74 
unidades í M ) 74 

variação real lLh energia livre padrào (Aíil 387 
cnndcnsaçáo 50, S L , 604 
CLUidmiüna 4-sultaio 3Ü9 
CLUideoitina, sulfato de 23", 219 
çone, célula.1 Visuais de vertebrados 356-357 
çianfiguraçjo 45. 9L 
Cynfiguriçío absólutn 91 
conjugadas, moléculas 254 
conjugadas, pratefnas 99- 1 00 
conjugado, par ácido-base 75-76 
conjugado, par redax 399 
conriervjçáü da cncegia 7 
conserva uva, replicaçio 735 
winslilulivii. exjirrssáo gf.nça 847 
coo per atividade 

acetilcolina, canal i único receptor 344 
desnaluraçao 150 
Eigante, Ligaçan do 166-167 
ligante-reccplor. interação entre 340 
copnotease, atividade dc 862 
çoquduíbe 242 
OjH, CarieGert} 1 439-42Q 
Cwri, ei elude 494. 686 
corUmito óSp, gsv 
corpos cetônicos 

âeídos graxos, oxidaçào dos 465, <>H5 
combustivei para leudos extra- hepático a 430-48 1 
jejum 480, 685, 690 
sangue e urina, presença 692-69.1 
correceptor t71>B ou ÇÜ4 I ?6 
oorririí. slsiema em anel 476 
wriigosleróitleii bormônms 699-700 
cartirairofint 9B, 702 
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I >NA prtmaM -HciJ 
UNA rrjittptirtadur MD- 881 
[JNA h "K^“ 2*8 
I iNA. *£4kPtn j, IftMU, ààk, &*t> 

I IKA, vuklipf unrfllti tk- liHIuntú 7 \K 
|IN A,<]rHiJ[utivJ> b lamitl 2h7 
tIN A. e*4*ln ltb**h> ’ 19. 7 20 
DNA. fffikfnWHünd 7 17 -7 18 
UVA, Éu funldu J4J 
DVA. heftur dupla wh iirot™ UNA. 
HjkmmifanHKü do 
èvdmi no UMA Í&2*, 7 12 
ntfütfi (ira^muüi 1Í-I_L 14 
HfjfEídkTSi 

n*[>rt hrUc, Jrn^*UÍnÍb7Z2 

I *1 V f rt-pj™. 7J 7. 730. 755 

l * 1 *!*, HUU4I iifcifeiulíi 715 

UKA, iitrfil*,*^ iU dcniiu IHm: 7Al 
I «KA, tiiffin«hdiu]<ni!! )\Ap 
ciõluçlct 31*719 
i HN A/rftNA» u>dtfk tç ao 7 19 
UKA, pMlidlWW, ifiíjuínLLa 2*1 , 8 52, WI2 
UM, reco mS n*<; lo du, 733. 754-753* veja umlifin 
teciwrtíifU Jli ] >NA iBaQn&tHntc 
ciiííiiiml itttvtfdrUii 9*1 
ClpPfhÜM E r¥£Ljkç3u du 663-464 
ilnlUúliiBU, IIMI14M ilu 755 
iiiiLi III i^jU il>i il i nu , montagem do mr nc 7 ** 

Íúi\UkJii 757 
iftm íüpíülíkn 9*7 
UNA* «Ttrodt. 735.74? 
pçif mMp dr lüie 73U 
lE^rimtiKiM TV 

lípHM (HW * H idtí awfcmilw ?51 
Xlbü flfAílkil *41 

I Wv iT|^hA»4 tiiiifH, ve u lunhctn ilruMturivkt 
inhuMifüL J73 

r I. I7.23S-JM1 

» ?4t 


frtJtoá* TJt-TJf 
R> A. drrmdmiE Lk 793 
*A hp cvfat dka 739-7*0 
ItUlfwAMvUfTl 
UNA, PTi^inktKiirfllii Ji> 

iy|4»nfliu^j í Jflmr.nm ji 77 1 

MPddktafeAu Imw, jiiiiirinji 5. 1VH 
H^-iü Hiu. u Je rcodctfldw* 7 1 2 , 9ÇJ 

nu4lnil(ilr^u H2 113, 15fl 
«rumlunanlt 887 

IT (lHljLli.nl ■Jtlíl 

Unn*™ 9,1* 

UM, MtTUtlUVi do, veja também DNA Mílí lI li pl.i 

ínamatlnj e rmdírilde 725 
dcHu hk ru du 2SJ-25Ei 
ciiaMIidudt II 12, 14. 239-Z6U 
trpitu l‘ nsjilkuçào 1112 
v.n ijifJn nu 20tt 

flN A, rrumilpinuntí, trcnulogjii du iitfij 

jltfE^^p jiíníticii 494 
artípltíkaçaiv ik sftiüénuLi 4-B j r 4#7 r HW 

tnWunrw píí una m*. ws* 
defuIM" 7lR.Mft mi 
(IMA ItM*? 711 

{nldumlrwiiili ipiih-w 7| j.(K) fll.IBLlfM 
liiAli ■ d» iHiuBÍn» W2H3 

fttu. p*4jRWM 4! do CTWETC4KMI1G M4 

U*F>kf dü (KA ft® 

it jnrBcuúlYACi: *M 
*198-199.. 209 , «4 

Hetqrnt IEO0U Wuu «7-wtJ 

ff 

UNIA. iqwoJiKhi 7i2 
I )NA. iq4^ü' NdnKMiul 755 
UMA wtfrituMi 

I >M A. KNA jdiiuífuí (kpcnkiijt de 772 
UMA. MK*k?N-7l5 

J 'NA, leumípji» Jünitntó nspeJilivi» 714- 71 5 
UNA. i-P|tmemii» mudétídameriir rrpefiiiwiS 714-7 J5 
UNA. VLiÜfliiiip iimplet 714-715 
UNA. Aluilrnr dn dirigida por KM 79.1 
UNA. ilnlnu- KNA-Elrpendenlr 794, 797- 796 
UNA, ronda de .H.H7 

I J'NA, Mi|ierllaeH de retunhecimento 950 

UNA. tupuiMlmçnai 723 

UNA, I ru impoiit Jo di rtN 7(Ü 

UNA. tfjnspu»ÍL^Li iimplch 7&4 

UiiiA. pfutctm 741 

Uiu4 prtAeHW 70 

OnalC t Uita4 l,U 

DSAI^iu 

Liuliiiiliiie Uh” 
pjLttucn«K te<|(!dKH dr 115 


íjpcnm Jffl' 952 

pnuánM víjb ninhém protíifu < rrjtLiLivJi] 741 . 777 . 
*47 

rr.muuvi.Jii rei **7. HnM 
JNI iR LdcMiiimhrtmKk>taupkip dlmiiiiH h7) 
dMMP ; dewiif rixmita:k»M<ikip '■' rmpn.t|(i njjto: ”.17 
UNP ■ JL 4-dinif ntfcmil ■ 

ilHTPiikuiiiihaiikbiudii v iiNimíieoi 737 


dA 17V474 


iipTii. pCTílnd 14 1 

r 173 


nN.lV («li 104.301 


dcècdUfrM 
duòtol k*ÍM0 Í_M-«A> 

kindlnudrCQ 

1 143-143, LU 

« un.nl 

diii^u. fnqclui mHiiun 711 ' . U 4 


2í™* 


í 3^.7 |N. 7 2M.H2 


tMl > idnkil mlj*» de ddmi (ÚJ- 1W 
d l 31 P IdeRURlímjdm* t> muMinliinííTÍ 
d3'lP .drwsilumduw 5' i rifiwlmn *72 
dUhtf idesomiiidina 5' RMutnlnifain! «72 
Jupki-redprucoj, |filko Ltiin, eiwitturt 303.303,305 
JUTP b72 
dOTRau fi™2 


f; (piK*p44Í dr «|ú 3 Hbflul '41 H 4 
|-‘. víIÍei, rikL. 5 .w|i;pmj 9;5 

Fr. «di !'ljv-íiíTn-^i»i nnlr I « 14 tmthem ti Juteeua 
biumiotêíuUs na- 53-54 
endoluÊniíi e jpHrulma t<* W 4 

Ttjüríür, 2 i hil 

Havhv tlütf,rt|wilnLU iW 25ft 
uvinüi dr 3 TI 
pftuíwktaiv j nr™> |7. 30 

í* ipoirnral (JrirdMii *». 4 H.ÍIAé41-61Í 
£t ipravTln dcttdmpnuw 1 1W. HVlSt 
rt>Na. virtn 34 
cbiáh^fi-, pwwo dr *5 
(ckpúdi. LonAxrnuvJi r 4* 4? 

2 im 

üllll 

i- (VÍn 109 

Nif » útnr de , rrw inonipi rf*drtTíiML>i 317 MA Hl TTI 

tiilerv Uud». flidnwJr )M 

eiMinoide* 29 (- 2 V. 5W, Uw.*M 4 n» 

fk-úiitricnuto «A 

eIRf. camptaD (125, S 7 J 

djsíue 2 IN -2211 

l-Ijs 1 iiij 94 , 2.19 

l-IlI ml i p, d ija ili i I 7 H. 13 N 

eléi rui k, tniimt ial ( V'n^ : U I , Mn 

détrkoL. píTtent ljl 323 , 32 H 

elel rófikis 50 

eletroforeK; 103- KH, 312 1 1 3, 27 1 . *91 *94. 72 3 . 
984-895, 88* 

detrotorese *h 1 imenilui i ai I r N 
eletni^nuiLi. iniN.qMrrlr 121 
L-letnitirm n 94 rmi 

rtrtn.xiH H tva, ítirçjj Irmíl .W* 

<lítHiB,JnHlor de. «tiaddlun. iiiiiítoíttLií tfc- 
rleirofi. nk>de 42ti 
eklrcvi. Iramlrrincu dr 

odb 410 
n d» 470, 511 
ATP, mim dr. a,oplimnii,. da 52&. 531.552-553 
inairia» J IV da tttptf^JiP imHxoftalfiil 471. 514, 
521.525,517 

(,703, ?0^7tú 

340, 545. 544 

Saw dr 7 , 3 NB 
fo»ofo*focÜÉíío 553-553 
gfreofte. nudvk di 40 1 403 

4<tru 915 
b 304,470 51*. 521 
mjdta, ia p-redm*?. rr. 4 pV> dr 50, 401 402 . 44 1 
pcrimuil dr r pplifli Lil (Pldm àt 

™ 3iiV*ii «W. 5(», 5(9 

x^flem-iiTTirnH.1 4 m nnnOr» dr tiaiupuiir 5 14 
Iqmdr 514-517 
IrahaJho hítriá^cu .WH 
unlvrrul, tnn^utrl nJi ir dr 4132. 4|* 
vias- mpÍTaturia dllmtiilivii 525 , 527 
?lctTonc£ 2 tivLdLide 4 N 
cletínquímico, jpxdlenlfl II*, 122 , 525- 526 
íletrütiulirElictj, | ■ *i v i L " iil iii I Uh, A 25 52 *, 52 *, 540 , 5 S 5 

■lIl I i i inClLIil.lv, i ill rrJC,tVn (M , 1-12,317 

IM.SSa kri.ulni pLir Imutwntiiirtrvfnte I ■ p, . ■ ■. U ■ j «luimui 
179 , A 94 

emPriãw, DntrtfMt enrJtfMfijoutrr 47 i -«73 
(mi, força dctmoúttvi .WH; 
rnipunerciA 228 
emubLÉuçKi 445 
45 

r m 


i-cia Iri-^iNn ii jn, rciçOea 5 b, 81 , 32 J 
r ridita LClisT t fi h 24 , -VJ I , * 24 . * 29 , ft -1 1 
rculih, lcliw riicLliada prkt FnirpEipr * 74 , n’ 1 . * 1 E 
íruttaíLLUi, ttblibJuLti bV7 r 7110 
cndKiirkn, hiimíumn n*r 
cndkni»».vManL|i 14(1.7(41 
«titinamhrjiML u 4 enude 24 
mdppfHklra«r 4 e ieMck» apo II H I 
*Mhpm».lrj»n 715, 75L 7*7, 74b 

m. idm KriUta 471^ àt* 


tíêem. dr 3J7. wr, 

L^litafnw ICH|) ■>( 0 
Lüinimi isilnc dub24, *29 
cdatpipdHiv Hilnr *2 1 
^hira piPiduçiodr 5t7-5b4 

liftadtait f pftannu. prúditaJip dr 34.b2l.-bH 
llMi.mhuluflldqilisniJIiCLP '.5hff-.tr «KM.*, 1 1.fcjí 
rcNaiinii i\a 24. 406, tt.U 
lUmUá, inh-lílu rfldraJlltotLitiup [ Ki H 1 25- ,4» 
rndc»iMll(ifoiÍLJi. liiLiériji 29. 519 
rndiPk*LHii^v 24. *33 
riHluiírmii-iu. mçAei ãü 
íimJlpUiii nit 14H 349 
i-ik - 1 (ti-i n ,i. hiirrelnl h-M 
t , ík , f (jjfliLLP, .luipJii mrniu 
AUl^N 

ATP 274 275, 3M. 4 1 0. 4 1 5-4 1 fl, .l*H 
díHnn,** úprríuífonjd 52* 
c(ulmfonmd!iLu 5 il 
rr^ji. 274- r?S. 3HH 

rifjL.cw» hwtfotjH-iM 8 
<iwr|!Miklimçjo UÚJ- 

jiiv jL,>-,.rnrr>£ij dr PH. t%. 197. 412. «1 M 2 
Al P 274 275,5». *4CMrtl 
vjtiltar mfinuiiLJ 193, 195-14*. 20?, 0*, 21 1 
144 

npe.ifk.djJr ilr rrj,ãi e ejcJk I H 274-17% li 1 2 

«41-442 

<r*T|pj |im 1 <J( 151 


Al T. b ta* eájc*> du 390 
kriMpxj .413-3*4 


n Mnh>i 


mrlp* dei bf^taíxi Eidw fmtar d* 194 

hHitupdiéuta d> 3Ai 

hidkniw.Pk *» WI.Alilk* 
piflun pina n j. Ílttví 53* 

niri)iu livrrdrilniçioUí/ vciiccrt^ii ilr aliva^i,» 
fHrl Itla J|V rr pjJriLi. UlTÚÇEb di I Aí,'"' du Aí 7" 

ATÍ 330 

fflUrtinlf dí rquilihiiú i K^\ 74. 193 
drUnlçiUi I9[ 

dmpendRiU da. ciaiwmiTiiçifo 3B7 
fotoulntan 54 H 
nlkrtliiw 410, 3*7-563) 

nidrOliw *■ fosfuritiçilo 369-390, 4 15-41*, 442 
lki,.iç*rn dr h idru^nLu *5, 6*, *8 

i* pjJr.iu dr rrdkf^v ; F'| 4LII 
(THipr irtljLli.- jdjcjva MH, 394 
piriIçmJA, kLtlMM! dr B2B-H29 
rnpiE jçáip iiiiirixunplrul 5J4-525 
tr4,LvpN.p[ ir «ml 3|7 llfl. 323. 3*5 
p-jrMv, J *p (U rniTujnj [ddlali 383 M4 
rnrqcH Iimt. rinjviu rczt da ■ AGX mm la 
da mrifH bvirpudiixlO] 
mtffH pwiMi 404 

‘üT.I^SklívW.âl.HD 


A1P w; m 

L4*pinftaj *9, 527 

lmJb da Hl 3*9 

dr dwtoLiatiu dr I^kócj 49, M-tA 

r+n péfh. U Al P 4 tú 

ibinmL, lliu* dc 39» 

rtvipipj t v-ri.1 lunu^kj : 

ttvrffLia Ime. Hnu Jr Imifmnifipij livtt I 

rattofHD ud 3* *5. 60, m 124. W 197,303, 3*3-384 

cnl nap«. varm^b-» da I ASJ *8, 3 1 b. Mi- AM 

rn/mi^liLikk r mevauiHnn* das- rtiçnei 7 n ’ 

IjinlEU dr 18 - 19 , 58-59 

íiiiíllui, L'ompLHiui dr alta rnrjnu 390, 392, 4 LM. 4thH 
4 (Aí 

Ulkiiiipojiénrse 5 * 7-568 
KEkiinr >1 1 
pnulufiik 1 H0 
iflIfrtWi COEWfWÍ* 54 H 
pnilk I LiniLladr dr rner^ial 49 
fflewbulumu 5 * 

LM(tfotk<i, [TatvdhíP 7, 399 

l.ulUlJ.p mluçãamifafl dr i vrr raçd» dr nnubdn 


(phHtuuL uii«rdrO 
m.Iji 7„ 19 2Õ, 2% 59, 81 , 54* 


substratos, cixidação dc 52* 

Indução 7, 301, 357-358, 350, 398. 515, 544, 546- 
547, 555 

energia livre variação da, veja variação da energia 
Livre padrfiu 
enoil-ACF, 604 
enoii-CoÂ hidrutase 471 , 479 
çnüil-CnA isomerase 473-474 
«n nlase 207, 2 1 3. 4 L 6-41 7 
ínrgvire, nas retrnvtnoscs 794, 793, 746, 905 
ensaio 179, 631,691-694 
entülpia 30, 36. 6$, 383-384 
entrepia 56, 65, 63, 173 - 1 74. 146-197, 303, 384 
entropia, variação du 63, 31 6. 381-384 
envelheci mente 2*7, 264, 747 793 
enzima, catado de transição, complementar idade t94, 207 
enzima- inibidor, eomptexo BI 205 
ens-imas, cascata dc, ver cascata, regulação 
enHiMi, íi.nétka (Ub 198-199 

atividade enzi mítica, comparação 201 
concentração do substrato ví vekodade 
da reaçáci 198-194 
irubiçàu 204 

Michaelís-Jvlenten, comportamento 215-2L6 
pH , etclto do 207 

pré-estacionário, cinética no estudo 199 
subsl ratos múltiplos, rcaçdcs com 205 
encimas 

erisa io por im unnjhsorvetc ligado a 
(ELISA) 174,694 
reaçáo limitada por 427-428 
enzimas, reaçàu, mecanismos da 
a respeito dos L 90- 191 

enzima-estade de transição. complementaridade 
194. 207 

estado de transição, complementaridade 
46,70, 194, 207 

força calai Itica, espec ific idade c energia de ligaç ão 
193, 193-146 

gjrupna catalíticos, contribuição doa L97, 207 
interações fracas, otimização 231 
pesquisa J 39- 190 
velocidade de reação 191 
velocidade de reação c cquílibrio, definições 
termodinâmicas 193 
enzimas, 139, vda timWm catálise 
cascata de, vHa enscata, regulação 
classificação L90 
coenzimas (veja coeniimi*s) 
çn- fitares 274-275, 402, 799 
como catalisadores 39, 159, 139 
defmiçJO 169-196 

estado de 1 ransiçáo, complementaridade 46, 70. 1 44, 
207 

cvoluçào 473 
exemplos 207 
exemplos de reações 207 
interações nao-covaJentes 14 
proteínas, como 104, L73 
reações (veja enzimas, regulação) 
veloddude de reação 191 
enzimas, regulação das 1 1 3-2 1 4 
alostérica 213-2L4 

como válvula melahõlica 4J6-427, 563 
definição 2 L 3-2 14 
frisforilação 2 L7 

Wxoquinasc 412,426-427, 429-430, 565 
mucHiLmuns múLtLplcis 220 
pot mcnJi-ficiÇaCi covaknte reversiveí 2 1 6-2 1 7 
enzima-substrato; complexo Ei 191 
E* í potencial de ftduçío padrão} 400, 404, 316-317, 316. 
324-525, 543 

epidérmico, fator de crescimento tFGF) 347-3-48, 370-371 
epinefrina 

Lmecolam inas 698-699 (veja também sistema receptor 

p-adfenétgko} 

efeifoa íisioldgkns e metahõlicoF 639 
glicogirtio, nitrtahol ismo dn 340, 373, 666 
bormonal, regulação 45 1 , 669 
muscular, atividade 666, 689 
síntese 66 L 

Ltansduçau de sinais 34 L, 350 
tHacLIgliccnõis, metabolismo dos 466-467, 686 
epitelisis. células *62-683 
epitopu 172 
eplepsia 661 662 
epóxldu- 624-623 
equilíbrio 3 

equilíbrio, constxnle de (fs^i 
íeideis e bases fracos 73'76 
tlehniçáo 74, L93 
ionização 74 

variação da eneigia Livre padrito 195, 388-189 
equilíbrio, expressão do I M 
equilíbrio, potencial de 343-344 
equizofienia 66h662 
ftrhfl oncogenc 3711-571 
erigoKteiol 293 

critrricLtos e membranas cril roeitári as 396 


FR.K (quinase cxtr&cduJar proteína quinase 347 

E5, complexo enzima-substrato 1 41, 192, 193, 199 
escorhuto 576-579 
esfinganina 62 1 
«fingoiipídiofl 267, 303, 621 

«finge nvLelJrw 287, 621 

esfingosina 267 
espcctrofot&mel ru 94 
cspectioscíiipdo 546 547 
cspermacctc, 6ko 233 
cspermáticas, células 34, 237, 409, 733 
espermidina 661-662 
espermina 66 1-662 
espinafre 518-649 
espira enrolada 132, 142-143 
csqualeno 608, 624'6l3 
eaqualeno 2,3-epOjudo 6l3 
csqualeno mo n oxigena se 624-625 
estado estacionário 6, 199, 426 427, 429-430, 780-78 L 
estado estacionário, cinética do 199. 2tí3, 2tH 
estado zero, L9L, 541 
esleuraco 604 
ederaroil-CoA ftUfl 
estere£kS(WC(ficidade 46, 48 
estereoltótrteõiiS 
íi-hélicr 126 

amLnoácijdos 89 91), 9 1 , 1 26 
diastcroiséimeros 43 
monossacarfdeos 228 

esrereoqutmica, represem ação da configuração 44 
rsterdis (veja também colesterol} 66, 280, 302 -503, 305, 
624-625 

estômago 487, 66 1-662 
estradiol 292, 633-634. 699-700 
cslreptococus 4 1 9 
estreptomidns 832-833 
stresse 692, 693-699 
estro génio 3*3, 3**, 633-634, 699-700 
c\l r,im .1 , d O L-O piaste 5 446 
acidais gtaxos, síntese dc 606 
ATP sintase 549-550, 554 
Calvin, eido de 581-582, 538 
foto ssiii tese 330 331 
gbcoLato, via do 592 
proteínas, marcação de 838 
estro ma trtlitos 59 
etano 68 
etnnol 421 
etanolaminii 620 
éter. Lipídios 283. 620 

ETF íflavoprotelna t ran-sferldora de elétrons} 470, 471, 
521 

ETÍliubiquínona cairredutáte 52 1 
etritrose 4-fasíato 433, 384, 6511 
«ubactéria 19, 1 L 
tmnriotoí, estrutura dos 22 
cítoesqtxkto 29 

cloToplaslos 28 
evolução 20-21, 383 
gLioxisreunas 26 
mitcicòndrias 27-28 
núcleo 22 

peioxissomas e glioxtuomas 26 
rv4 (ado endopiãsmãtico 24 
váCÚolos 34 

ví células procartotas 21-22 
cucariotos 

ciclo celular 366. 568-.5A9 
crcimatina 725 
cromosaomos 713,718 
PNA 724-725, 744, 751 
Ésnrururais, características (vçja estruluta Jlw 
eucariõtcifl} 
fosforilaç&M 216-217 
gene, expressão e regulado 848, 837, 8*4 
meiose r recomblnação hontdloga 756-757 
mctiladas, bases 27 1 
prntéka, síntese 803. 831 . 8.U-83Í 
proteínas reguladriras 832, 836 
proteínas, marcaçao de 832-833, 838 
RKA poILmerase 776-777 
snkbfAs.i'sr-iRN r lbi, nos 783 
transcritos pri mieios 779 
transluf kmnl, regulação 87 1 
transporte, i nlerior 5 1 6 
tRNA 780-781, 787 
22 

PíiJt arm 18-19 

evolução química 57-58, 799 

evolução 

ãgua, papel da 2, *4, 81 

iz - cetog^u i ;i raun L- pi ruvato d cs id roge na se s, 

complexas 448 

atmosfera primitiva t9-2t), 57-58,419 
ATP, papel dc» 426-427 
hiotsinallzaçHO 340 
oeiuiar 18-19,34,383 

ciaiwihuctéiias L 8- 1 9, 2 1 - 2 2, 28. 55 1 , 554 -553 
eklo dn ãddo cítrico 433 


clordpkstóS 29, 554-555, 7L9 
enzimas 476, 508 
cucariotos 20-21, 29, 363 
evolução pré-brOtica 39 
iosforilação oxddativa 535-536 
fHiicMsintcse 541, 348, 331 
G, proteína .562 

informação bicdú^ica, trausferéncLa da 1 1-12 
inídobiolígiCO 5-6, 57- S8 
interreLaçfvrs v anatomiu mnléculsr 12 
íntrems 796 

mitocôndnas e doroplaatOS 2 1 22, 29. 515, 554-555, 
719 

molecular, anatomia L2 
mutação 11-12 
plurkelulares, organismos .H 
pulifdsfalo i notginieo .197-398 
procarkno* 38 19 
proteínas 57. 56, 826,882 
respiração 441 
R_\A 799 

simulação Laboratorial 3 / - 38, 8t) I 
SOS, resposta 862 
transcriptase revema 796 
ttanspnsonfl 766, 767 
exdnuíksaí 732 
exdtado. estado 54 1 
excitãs^is. células -ílfl 

exergj6 nicas, revçõesf 8-9, 56. 8t, 97-98, 123, 383-384, 388, 
564 

exinuclease AUC 731, 732 
exoeitose 16, 24, 32-33, 391. 313 3 H 
cxdcrinas, células 487-488-489 
exoglkosidases 244 
éxons 7 1 5, 782 
roonucleJse I 759 
exonuclease V|[ 73t) 
cionuclcase Ji, 750 

exemudeases 737, 738, 750. 751 . 757, 787 

exo térmicas, reaçdes 50, 383-384 

expressão, vetores 894 

exiiiição molar, coeficiente de 543 

extrácebilar matriz 217 

exlrato brulo, na purificação dc protcfnas 100 

extrínseca, prí)teli«ii dc membrana 302-34)3, 309, 309-3 L0 


F 

F. ATPüscs do tipo 324 

^ constante de Faraday 343 344, 385-384,400 
f, dominios funcionais 529. 53<). 555-554 
F, 529, 530 

F,|, imunoglohulina G 176 
F-actina, (a c tina filamentosa ) L81, L84 
PAÍXÍbivina adenina dinudeotídeo ) 372-373 
adidos grasos, oxidação dos 470, 47 L 
fosfbiilãçãO oxidai iva 515 
piruvato desidnogéíWSí, complexo da 442, 444 
sucdndtu desidrogriiiise 449-450, 521 
transportadora de elétrons 402, 1íH, 449-451), 5 16, 
5L6-5L7 

FADH 1 (flavina adenina dinuclcotldeo, fottna 
vTiiiquiitmiaj 404, 752 

FADHi (davlna adenina dinuclccitideo, forma reduzida) 
446, 457, 515.608 
fkgocíticos, leucócitos t?ft 
fagõeilos 316 
fagocitose 24, 26, (76 
íaRos 34, veja tnmbéru baclvriíifagns 
lagossoma 24 

Iam ilia. classificação de proteínas 145 
Faraday, constante de 343-344, 383-384, 4W 
faraunaes 228e2:í0 

farnrsi I pin ifcisfãm 624 -625, 83 1 -832 

iarncsil, grupo 634 

farnesiiação 831-832 

famesol 624-625 

fatures específicos 845 

fav ixmo 4 15 

FUNB ( i -fluor-2,4-dinftrobenzeno) lí>9 
|''PíE5,t>sç- 2 (írutose 2j6-bifúsfatjse) 429-430, 570 
Fc | JragHwiuii nristalizAvci), da imunoglobulina U 17* 
IrCCF ícarbon Jcis neto- p-trMluumictnxLfcnUidiazona ) 
528 

FdUMP 

^fcedhack", veja retroalimentação 
Fchling, reação dc 231 
fenUacetato 497, 506 
fenilacetil-rciA 497 
feniilaLKlLIglulaniiLna 497 
fmiLíla n ina 

amiEioícidos, degradação dos 503 
catabolismo, defeitos genétkcm 5í)3 
codificaçàu gcnétiai 81)6 807 
glicose, na sintese de 51 1 
R, grupo, aromãlico 92 
síntese da 650, 65 1 
vegetal, síntese 660 


963 


fenilalanina IiílI mjtibase 5Ü6, 65 1 
kn IJaJíunirw hidroail*^ Áraçao da SOS 
fcnikefonüm (F'KU} SOS 
fcnilpiruvato 5i)6 
ténótipo 713-714 
fcafitina 547, 547, 551 
fcüfitiiu-qumona, eenlro de reação 548 
íerrticntaçáó 409 
álcool 42 1 
ettá&l 423 

lactato r ácido láetjço 419, S*S-S*ft, óíus 
raplunatc 473 ■ 474 
ferredoatini (fd) 5414,641-642 
fcrredadnarNADP* oxidorredutftse 548 549 
temdoxirLB-NÀl) redutase 548 
ferro (Fe) 

co-fator erüLmátfco 671 
grupo heme I :w, i.i*. 517 
ligaçán do osigíntH.i M5, 159, J 68- 169 
reticulòcltos K“2 
ribonucleotlklpo redutwe 647 
fcrro-rnsufre (Fe-5), centro 446 447, 449-454), 544-545- 
54*. 640-641 

fcrm-cnxofre, íFe-,5), pioleEnas 
dinitrogcLiasc redutase 640-64 1 
reação^ reníno dc 548 

transferência de elãtrona mitoenndrLal 518 
tfih ífe tifo d í de ítórráns, cadeia dc 516, 5 Ifl 
anutina usidaae 674 
frrra-molibdÍTiiu.. co-ftttór 539 
fcrraqueJat-o 651e656 
iérmao, fon 599 

FHA (deficiência dc El DL fernillai) 632-633 
fihiina 220 

fibrinogÉnfo 220, 6fi7-6BR 
fib tófelaJlO. fator de crescimento (FGF) 240 
fíbiuina, da seda 170, 134 
fibirmectína 239, 313 
fibiuse cística 15L, 153, 324 
fibrose cistica condutãncia t ransmembrana, 
regulador da 151, 153, 324, 63 L 
ficnhilinas 543 
llií.hbl jpmtelnas 544 
floúbfljssofnas 696 
ficOtianobiJiria 543 
ficociitrobilLna 543 
ligada 

ácidos giaxos, ótncga otddação 474 

ac ilgraxo-GoA, vias 477 

aminndkidos, metabolismo don 6Ü4 

nnti hrtiLÍLlns, oxidação dns 624, 492-493 

amónia, irariípnrie pela alanlna 494 

P-ddreiiífgkos, receptores no 349-350 

carhtbd ratos, regulação dó catabolismo 42b, 429, 431 

centra fundonat 682, 685 

colesterol, sintese do 466, 624 

corpos cetónicos, formaçao dos 51 L, 6H5 

dftasicajçflo 575-579-, 685 

ensaiem para diagnóstico dc lesócs 63 1 

glicerol 3 I, iKlalii, formação lLo 6L5 

gLicogíniú 216,210, 235- 2,36, 4,3 1 , 572 -573 

gliooneogfnese 4 1 9-420, 428, 564, 567-365, 6A2-683 

glicose 419, 428, 43 í, 564-574), 6317-683, 64(1 

gLir duras 466 

jejum 690 

nutrientes, processamento c distribuição dos 682-683 
per, ixissomos 477 
Ki i , mVÍlIms, hormônios 699-700 
UTéiü, ciclo da 494 
vilamina D, bumSOriHi 644-718) 
filamentos, CLtupl&snUerw 24 
fi Lamentos 

F-actma (actina fitamenloMi) 181, 184 
filamento espessa, da minsma 181, 182 
filamen tos tinas lfll, 182 
pMefoas fiSameniosãs 131-132 
proleSiiás. dos filamentos intermediários (IF1 32, 132 
íilandna 31 32 
filogenia 12 

filo quino na (vitamina K,j 244-245, 548 349 
filtra sdetiver 329 
FLscher, RmLI 9L, 194 

Fiseher, formulas de projeção de 226-227-228 
fltol 541,633-634 

flagelos 211' 21. 32. 34. 100-181. 399, 5J5, 539, 863-864 
ftavlna adenina dinuckolldeo, veja FAD 
fiavina mondfluClearttdíO, vçja FMhí 
fUivodcuxirtii 641 -642 
flavoenzimus, veja ílavnprotelnos 
flavoprateínas 402, 518, 521, 578-579 
H avo p rolei na transportadora deelflrons (ET FF) 470. 47 1 . 
521 

fhnjre&criscia 54 1 

| : MN (flovina mononuelccitidco) 516, 521 
FMN H 1 I llav ,r, a rrnmnnuckotídeo, forma semiquinona ) 
464 

KM NI L.i (fiavina monOfiUdeOdcíerc, forma reduzida! 404, 
516-517, 608 
F,. 529, 530 


fodrina 3 1 - 32 

F r ,F- eompleso 330, 331, 553 554 

tblnto 501, 752 

iblicu lanes, c63ulas 796, 873 

tome (veja jejum | 

fome mundial, redução da 453 

f,-mf%srtns 396-397 

fiVifitlaie-S 364-365. 592 

fusfistldaEo 613,61 6-6 1 7 

frrsfatidfltu fuífatíse 616 

fnsfattdioo, áíido 613 

fcMÍatídico, ácido, iosfatasc 6 16 

(cKiiatLdikokno 285,6(4 

fostátid iteranoia mina 2B5 h 613, 618 

fósfatidilglieernl 618 

fitsfatid ilgl i«ml -3 -fosfaio 6 1 8 

fos for pç li li flosirol 29 3 , 354, 599, 6 1 9 

fosijnidilLnusitH.il 3,4,5 [Tifc^farcj (PE P.) 29 L, 354, 

599, 639 

fosiâtidifinosltol 4,5-bifmsfiito (PfF.) 291 . 347 -348, 356 
fosiàtidilmositot quinase-s 6 1 9 
fostoLidilserina 618, 619 
tòstáiidiisciiiaa dcscarbcntilase 6 1 9 
fostaio PiiorpãnkccK (Pi) 

ATl : ' r dntÉse 526, 533 
variçiVi reais da energia livre 388 
fosfino tTEcnslucase 53le534 
ibsfalo, mcmoidrugtnio 76 
fosfato, sistema tampão 80 
fosfato, transferência do grupo 388-369,412 
fosfata 

anidndn, formaçáade 81 
híbrido de ressonância 389-390, 392 
budfetidiídi 2!W), 251 
regulador 54 1 
sistema tampão 79 
transporte mitocondtiad 513 
fnsfatas, compostos de alta enerçin 39 1 , 4 1 d, 468 - 469 
fasfatos, compostos de pequena energia 392-393 
fosioanklrido 324-325, 448 
fõsfocrcatini 390-391, 396-397,686 
fcmfodjéswr 253, 253,609. 712, 733, 781, 790, 882 
(usfodiòsler, Ugaç&íí cia ponta 3' 872 
fosfodieslenise (PDF) 353, 36fl 
fosfoenolpinivato ( PL-F) 
aminoácidoa, síntese dc 650 
onctgia íivne dc hidrólise 390-391, 394, 410 
enolaíc 213 
lotnrtvspi ríçio 594 
Blic6li« 416-417, 43A 

glieuneog^nrse 564, 565 
gliioialato, ciclu do 457 
fosfoenoLpiruvato 564, 565. 567 
fo sfoenolp iru vaio carbosilase 455 
faifopnioLpiruvato caiboslquinase 565-566 
fosfoexos* iscunerase 412-413, 588, 592 
foxfi >fruioc]üi iiase- L (FFK-3 ) 397-398, 412-41 3- 417-416, 
426-427, 457. 569-570 

fosfofruwquin*M'2 (PFEC 2)412-41 1. 570, 391 

fasfoylrcerato mu tuse 4 1 6, 4 28 

fasfoçdtcerato quinnse 416, 418 

fosiaplicerideos, veja pliceroíosfol ipídms 

ícwfo^licoiato 592, 674-675 

fiysfij^licomutase 386. 4 16, 423-424, 572-573, 588 

fi mfoglicònaEo, via do 432 

ínafog|icx,3>ie ixomerasÉ 4 L 2-4 1 3, 429-430 

ínsfolipnse A 298 

fosfolipase C 298, 354, 361 

ftj-stóLipuse 1 ) 298 

fosfolipascs 289 

fosfoliptdias 284-285 

ácidos graxos, ítei- ligados 285 
hkamada JipidLca 303 
áter lipídios, nos 209 
jjkenr 284-285 

grupo Cillirçji, rea^ 3 h i nle l roça 616-6E7,6L9,62 jI) 
lisossomas, degradação dr 2K9 
mo-raKcr fluido, modelo 3(t2 3(t-5 
fnsfapenlose isamerasc 44 
fnsfaproretna fosfatase 459,573 
fosfórico, ácido 4, 54-55, 75-76, 616-617 
Mfpri!, grupo funcional 52-53 
fikiloril. IransfeteiK.ij do grupo 
ATP 308-309,4(19 

energia para n nn.mti*gem (Ee smcnífflolóculas 
ínformacionais 395 

equações químicas vts bioqiiimiciis 397 39H 
estrutura proteica e atividade catalitica 216-217 
hidrólise, varlaçòes da energia Livre 389-390 
nudentideos, transfofiforilaçàes 396-397 
princípios 388-389 

transporia ativo a contração muscular 395 
fos fon Lição osjdiUiva 51 5, 54LI 

fosfoiíLição ojodativa a transfárênçi^ de elátrons na 4 17, 
419, 44^515,515 
tbsforiLaçáo, pcHenclal de 389 390 
fnsforitaçáo, veja t arribCm fosforilaçào o* kl ativa 
acoplamento, aildaçao 528 
ATF 389-390, 394 


bioencrgéticB 308-389 

biüssinalizaçào. meoanisino reguladm 364-365 
cikio (Ca Jt ), bomba de 327 

çAbíP-dependente de (veja pmtelna quinasc A ( PKA I 
tAM P-dípíndente) 

eicfo celular, regulação du 366. 367, 368, 369 
cicia dtt Éclda cítrico, reações do 446 
energia para a montagem das macrcmnolícdBts 
informacionais 395 
enzimas receptores 346 
enzimas reguladoras 2I6-2L7 
folflfoíforitaçío (veja fatofosforilaçAo) 
glicsig^nini tinrajt 573 
gl Lc6lise, fase preparatória 4i 19 
Jak/Sliil, sistema 704 
ILgadcj á respiração 4 L 6 
luz, potcnciada por; veja fotoHÍntcse 
mareaçáo dc piotetnas 364-365, &36 
nível do suhstiato, ao 2 1 7, 4 3 6 
nuckol Ideos, transfosforilaçOcs entre 396-397 
os idat iva (wja ioiforilaçao osidativa) 
pcdífosficrci incn-gjliiiio (potfF) 397-398 
cgiiusinismòlii ik, miidrln 526 
reguLidot, mecanismo 364 365 
transcrição, falorcs de 871 
variação da energia livre dc hidrólise 390 
fosforilação-dcsfosforilação, ciclo 309-390 
fosforilaae a fosfatasc 573 
fnsforilase lt quinasc 351-352, 573 
fosfóHIase qtiinase 696 
fosfosserina 647 
ri>sfr.Ksserina fc^fatase 647 
foífbtransfeTtcíe H>6 
fóssil, registro 280 
fatoautotrafos lft-19 
íotofosforilaçàa 

agentes inibidores 52 L 
ATP. síntese 540, 552-553 
IsJl ifiias 539. 550-551,555 
cloropListos 515. 588 
eslequiometiia 531, 553 534 
transfosfarilaçãti dc nucleotídeos 396-397 
as fasforilaçao mddativa 515, 540, 552-553 
fotolahilidade 476 
fatoliase 752 
fotolltiea, ç| ivagem 55 1 
fàturis 54 1 . 544 

fotoquLmica, centros de PfflçSu 544, 548 
fotomespiração 525-526, 588, 592 
fotossintese, vrja tambím ciclo de Calvin; dióicido de 
carbono (CQ 2 ) assimilação/tlicaçao 
a respeiro da 540, 58t) 
hacreriana (veja danobaetíriaa I 
çarhoidraios, stntese de 225, Mí> 
equação 6t, 5+1) 
evolução 19 20, 29, 59 
fonte dc combustível, como 7, 28 
fotofosforUação 515, 54W, 552-553 
hidrogénio, doadores de 554-555 
luz., absorção da 541 
pigmentos acessórios 544 
forosíinrítki, fosforilíçioj veja forofosfortlação 
fqtosíisiema II (PSTÍ) 548, 551, 554 
folossinlétKHK, tiJo de redução do carbono; veja çiçJçi nle 
Calvin 

fotoasinlético, organismo L9-29 
fotosaistema [ I.F51J 548, 554 
fotossistemas 544, 540, 551, 554 
fototransduçao 360, 545, 555 
forotrofos LU- 19 

frjL.ionamqnln 32-33, 1 00, 693-69-1 
fratura pH.it ísifigelameuLp, téçnicj Lia 3(16 
Frenhel, AlbèM 562.553 
fnUoquino.se 425 
fruto w 225-226,220,412,413 
fiutoBC I -.6- hifosfatase ( KllFase- 1 ) 5ó7 
amido, síntese do 500 
AM P, inibição por 569-570 
gin cMise 409,412 
glu-onemgínese 420, 564, .ió7, 568 
penfotses fosfato, viu das 433 
regulação da atividade 690 
sacarose, sintese do 576, 591, 592 
fruteisc 1,6-bifosfalo aldalase 413,427-420 
frulnse I -fosfata 423-424 
frutose I -fosfato aldolase 423-424 
frumse 2,fv-bifosfarase (FBPasi-2) 429-430, 570 
frutrise 2,6-blfosfaro 413, 570 
frutose 6" ÍOSfalO 

amido, síntese do 588 
Calvin, cido de 581-582, 584 
equilíbrio 426-427 
gÜcóliac 409, 412-413, 427-420, 433 
gliconcagíncsc 5íj4, 567, 570-571 
gl i caqui na se, Ln ibição da 429-430 
siisansse, sintese Lia 576, 591, 592 
fu ifmhi mraiu) gcOV 8H 
fomaiase 449 45i) 
fumara to hidrutasr 449-450 
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JiiJn cUrtuo. Litki du 449 450. *95-19* 
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liilrko, >hh^ ftfVl nhl 
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ptnsbtidàiiL itutu 4#*, 467 
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fminu I* 17,713 
daqcm W2-W 
e rrywcm * 1 *4 1 * 
micfoe* no 26-27 

Prairto ütnuma t lumjnn Í7 \ tl7í 
.«Hílínda df nudetUldcus ru^ (jíflH 7t2, m)! 
irijdííi 7 L b, 793, 903 
j^iléljccis ll>Jjhii 

tiViinis, ípmo chave dm *16J 
tlewriviitvimenlHJ 799 
fKtlipeptljdKiif, #ítlürnt iuinc-pU ■ i 1 12 - 1 1> 
pn.ilf injs, unt«f dr 605 
«jbrcTHMiciu de Bciirt 6iJft Wl7, 6| 3 
Mdui,-*o do iiódiflo A 1 3 
virkc^n iodmiiiu 6211' Aj¥ 


g0Tinl ptúliMÚlu *24 -*25 
prjn«J *24-*Z> 

1y,ti pnWliu 3hJ 

*1| 347 .\4P t EMI, KW BW. 

*\<am 

f]kNAc>X-u4iI-£»-c3ic<uau*i» 57*. 57» 

})m*r JJcili! 91 , 1»3-Í3fc. 4U 
^Wrr^Wt^ i 6nfdodk n * l h^riuw4l-|,4l5,5U 
^KtnlaWin 1 tníiln 


idcw«4.4l3 
< jlvuv ado de 54(3 5?H >0* 


Hhtoliae 4dv r 4 13.41 4. 4 19. 4. >3 
Hljj.Mttt.nsff rua»- 3*7 3*6 
[ivn tusts kntdCu, f U Jyj, 4.M 

iJHcrin Jio-51 

(d 1G 1 f ™ fn 5 f (d | p i d i L I> 
dcidra Hrnxiid 265 
[«ático, ácLdti, tirrLMJiih ■ 2*4 2*5 
Hmp" cabeça, Iirú^íio du nln hl? 

Iipfdi« Mtruturaii cm niembrJhüí 264-265 
miieelaa, íorma^fliti de >íl3 
MiiK-w de 7 kk 
l<l ici n j 

códonj. 609 

degradaçâm i nul*l iva 50 1 
identiiTeJí*,? 69- 9i> 
ismícStr-o. pcMil* 96-47 
P*,*J 

niifpíüi.álilíUD92 
j a ; ! snár &S-5lM.M7,«50 


ckéiDçÃ ZJ7 2» 

c Av*wü*6 2A2H 
pc4isHcay»ÒR7 +i K'3 
!d 6-va.un 237 234 


(jupulckLB 140 


240-241 


225 


vkvHuu. mln*4* 241-242 
p*ci[*oglnraii,» l l 1 
jiftcíiffnKi 

j| i mentar 425 

jm tu/ciuiiientij J.U, 404, Vi Vi 
P-jdrenfrgkCLM, Kcepmrrv M3- >50 
«.iimbuvtlvel animal ai maíenadn 2» 
i'i inipi3í.ii^3[t J34 

crkrHÍ4, uuno fontí de 261 
buitiupulisHiMfldecn 232 
jelum. nm 69í> 
merHbcdLHiiu dn >40 

I udissacandeo, cu nu i 225, 237 
(rinkiflii do *9* 
i iiiiiticaçaci da 573 
viiiEdf dn 572-373, 373 

3-66hbj 2«4-2Jt3. 4*6. >22. 5TO-ÍTl,6lJ 
jjJiUFnd 34>ku dnidrnKrhlK 5(22. *13 
spKTTrd cruirujur 4*6. *t> 


jtUccfol 

■n idni tfmrj*. mctddxdisrna doa 4** 
lotiiM dri^4l< 4*6 
|lKjrfl4xk4i(ihh« * m-n li 3 
mli6»i6bul. i*|wivk» 522 
Ini4 llpjh m h». dqp-ki^ã' Jm JW2, *| Ü+| I 
Idhihi4i.iihinf.il *34. «619 700.704 

-”5- ui. 24 i J43. 230-51 
fVQ0tt*iM. fmmnècfdov 46*. *24. W. 57) 

}&LLitím*iui >73 

yJui^pn*. untJrtf ifUUUK 347 34» 
leihifi*! A> 

hwn^ 41- 6 216 210. 35 1-332. 4J|, 57 J 

nrnhtât*v>" vjj«fa*ie- f ry4» t h > 21*. 

120 

rrpâM^àtf Jjnifruf h™™j ,h 21 «,426. *21 «11, 

>7J 

*h‘V«to “ti«, irpaUchi rwpavj com 1 373 
ItlMiV*» un!« 373 


■itvwhrM, á* *4^iiv p*b 347-.Htf 
rL^LcUç,i.i! iKlpiuj Lum a Hlicm^tLio tiMkiriUir 57.1 
kLm i|[ifiíiu, partkula de 373 
KliciiUlCh via l I < i W2 
(LkvIljikUt* 217 J 16, 264 
anitUf, 143 

TiwiohTeilav, Curti* coitlpcmerUei d.f 240 24 1 
liCWK* 267 
lílkrtIUjp 

Mrdtiká 4Í.W. 4J9 

irucrribiLj. 409.4)9 (wjd tajutVm iernoeouv*n ) 
cinw r catalmlÍMim dii iíHcjjm: 4L7 4IH 
lltf ilr r pnidjj h ji,dc 31 P t M,l >H 4(4 

liM- h!t lyill 4 10. 417 

fUUiJhi. U|Vfld*> 4 17 

■hictiiKdaiim c uniB*a£Hkk *44-M5 
(rtifflmltli ux IcuJotíIkÍik. lunco* dui 4 10 
|imfanf Mih( rudu41! 
rvfU^KJ.. lii 4 42 4 1 7. 436-417. 5*1 


«1K2 
576.591 

«ÁcâátiHU m joy M*. Jf7 


i_jflv>hb jim c ]dh'4*4o fM 226, 233. 237-2 J* 240, 
243 

iiMor 240-24 1 
jfi h in.j «Mui^jvJirv V9 IU0.74U 
bftinn 2» 22* 
ppUje açuc ar iU 302 303 
ytkcdivr, taar df p4|H*Df*ti> 414 
üli,nliw, f.nr prrparaKdria 412 
glkhJtK. rqttdckflíi d.i 423. 5*4 

eido dn ikinÍLh l lt rica- 457, 456, 4», 5h6 

dnviii, reiKjflifti de 5h4, 5*5 

dciiticICH, ,160 46 1 

laclaín 419, >h5 >fth 

HW ll^iidii 5K5 

OJHÜUiCflJtti 453 

ff Htili *,4 m dn catalialiimo d« c j rhn id i al i r* 4 ,1 6 
UCâHMf.ilOlíir da 59] 
icnwnlrv. iwrimna^ Ju dav 570-571 
anltvf df c adhMdjrjkii 5*3 
uiiPTitaliklKk 5*4 
|ílic(JHiJ^Wv 1*3 
[jKOIHiytkv. ru di 5*6 
fhràahiL * *ln 2 J I 
Kikifffiiiiw 776 

(Ubf^inc, pirtrmi rrfulidon -124-430 

íK«e 1 * hÁMÍX*> 4 1 *. 12HI4 
ItUaiv t Vwij*. 
kmícwú+A* 214 
(lhokhr «74. 425 
ptdHcki *4* 

«nle* dnfjk.T^rfihi 4 iy 4J4. 572 >73 
da rnfT*M biv [wdkihj 36 
IcJt-uvr ft bxtirn 5*7-5*», fv<c: Hbêl 
áliciMir * íuilaih ckvtdieifCfuse HjH) ■ 42 A 4 >2, 4» 
H-lh-mc >14 ubvc 2 1 1 
HÍh.»Mr prniKdK 117-310 
gR»uf. kolr dc OilcuriLÍJ a *92 *9.1 
nJucxí. irwi | M M iiAiidfcflWffitridiw H6 
Hluvne, irjhs^nrradcpr de, ma hepmthctln *H 1 nu k 
tdiLcxe, traiwportsddcenfc >47 >46 
(iliLivw, ep|.j cainhfm L'HP- glicose 

A 1 1 1 1 |{Llo ihc, ül i ilc^e d u amido r d( i m.I icojí nu i r - ? "i 

fliniillodeldcM. calaboJiiimo dn 48(v. 51 1 

HICÍFliico, J l ido, itnicsc dei 577-576 

ültlliflílUIIO, 4)7-416 

nnim úUffihUiOwL +09, 4 H*, 5*3 , hH4 

dialiele meUl» *1*. *92-**J> 

erltiúcÍAM >1 7- .11 6 

(fininuaciji +11*1.419 +;u 

knie sir catlwsm 6*9 

kHnuá u e (1 H >5, 5*. 226 

cumv MMgUinflx dl 318, 426. 43 1 F 669 


965 


gíLcosc-aianuia, ciclo 684, ftfl-íí- 
glicosidaaes 24 3 
gliqosálhçírt 288 
gj ieoMÍtransftWurt 373 
glicmória 692 693 
glicuronato 231, 577-578 
glicurõmico, ácido 231, 237 
gücurónicq, ácido, síntese do 577-576 
glicurunid.içJo 577-573 
glicurdnciKLl B77-57A 
gligngénio, enz.ima f&mihcjdõra do 573 
glinselato ■157, 459 

gliumJíLlo, cklo do 2*. 441, 457, 473, 473, 563 
glioxissUílÍM 26, 456, 466, 476, 040-64 I 
globlna 160-16], 372, 837 
BlobosCdeos 233 

globuJinas ou protcinas globulares 

classificação, com base nua motivos prutéicua 1 43, 1 45 
ncnaturaçáu J 50 
glóbuin fundido 151 

G1.F-I (pepdd*d semelhante jn>glucag&n) 704 
gjiwagon 98. 3-53, 354, 4 19, 466-467, 570, 571, 690, 697, 
702 703 

gjucagpn, pepíideo semelhante ao ÍGLP- 1 ) 704 
Glu'1 1 (transportador da glicose nos hepa tachos) 3J3 
Ulu'1'4 (transportadores da gLicose) 690 
ghitamato 

aminoiódcM, metabolismo dus 467, 63 i , 306.-3(17, 

643, 650 
céidons «W 
defin içáo 643. 647 
(kSvírttOJttTaíao 661-662 
gluCamina, conversão 492-493, t>43 
L-glutartiato desLdieijj.enasc 63 1 , 643 
neurotransmisEor, como 494 
R, grupo, carregado negativamente 93-94 
shuese do 643,647 
titulaçáu, curva dc 96-97 
giútamato niimialdeído 506 
gJufattMro si se 643 

gkitemato oxalonivtato (ransaminase (üLVJ) 631 
glulamato-piruvaro tiansaminase IGPTI- 631 
gíutaminH sintetase 22(1, '494, 643, 65 J 
gluteminiL, domínio rico cm 1170 
glutarnina 

amida, transferencia dn grupo 645. 676 
amiooáddLVfi, deghsdàçSft dm 506 
amónia, 1 ransporte da 437,492 493 
drfipiçfo 643, 647 
güconédgfcnese 563 
histidina, síntese da 651 

nudeotidcDS da pirimidina, síntese dos 669-670 
R, grupo, polar, nau carre-pado 93-94 
síntese 6-13, 647 

giutamióa-PRPT amiitormiukráse 663 
glUtam inane 492,49.), 644 645 
gjularredojuna 67 1 
glut-adom 6”| 

1 jM R Iguanosina j-monofosláto.l 395, 666, 668 
ími (proteína til 361, 362 
tiolgi, CainUlo 24-25-26 
üoígú Complexo de 24-25-26 
SfhtJ, dtjença 674-675 
oliBossucárldaos 24Ü-24I 
pronHiUiS 24-25-26, 336 
vesículas de membrana 621 
gonorréia 53 1 
gordura manem 536, 636 
gordura, S-IÀÍs 704 

gordura, veja também adipócitos e triacilgjícenJis 
adiposidade 704 

ll-adrctiérgicos, receptores 349-350 
fonte de energia 2 HO 
liposfloliiveiiih vitaminas 293 
rn*wi corporal, regulado hormona] da 71)2-703 
na dieta 466, 477, WH 
respiração celular 441 
sementes, nus 458, 434-., 564, 570-57 J 
tecido adiposo 466 
gorduras neutras, 288, 294-295 
ciOT (glutamato-ojíakjaceruLo transa minase) 631 
G„, fosfaridibtioslfnl 354 
GPT> (gljtfiM G-fíMÍKó déiidkígcnase} 423, 432 
GPl (derivados gJiCíJiilácíOS do fosfatiriilmositol ) 34)9-310 
GKf íglutamato-piruvHíto transam inasej 631 
Gram, corante de 20 

gram- negativas, bactérias 20, 240-24 1 ^ 478 

gram- positivas, bactérias 20, 473 

grãos, tilacóides 541 , 549-550 

Cireenberg, G. Jlobert 664> 

gripe, vl rus da 34 , 242 , 3 i 3-3 ] 4. 64 Ü-64 I 

gjupu cabeça. troca de 616-617,619, 6215 

grupo de proteínas de alta mohilidade (HMG) 367 -868 

grupn peptidicir 125 

1 1. (protdná G esli mula dor a .1 350 

GSH {gLntattona) 67 1 

ÜTPaee 362, 333 

guaniabno, grupo funcional 699-700 
guamlato (UMF) 395, (166, 668 


guanilálO qubliíe 396- 397 

guanilil ddase 34H 349, 360, 699-700 

gUBJiina 

desaminaçáo 269 
metüases 27 1 
síntese 668-669, 674 
g.cüi jil^clü nrriin j 674, 8(1(1 
fjLLaJioetna ter radifoifatn í ppGppj 275. K63 H64 
guanosina. en-futor 782, 79 1 792 
gulonolaclOna oxida se 373-579 


H 

H (entalpia) 50, 56, 63, 333-334 
(1, ctjnslantc de PíancJt 31, 193 
Haber, Frite 640-641 
Haber, processo dc 640-641 
H ai dane, J.B.S. 194 

HflíotjoeíerfuíH haioèiojn 285, 31 1, 555 
Niiícjéiüi^errNfH sídirJUruffl 555 
Imlnflkka*, bflidíriaa 2K5, 55^ 

Hícniíi virus 34 

haptent y 173 

1 Intden- Vbung, éster de 4 12 
I latch, Marshall 592 
I latch-Sladr, vis de 594 
HATs IhLstona acetilttansfcrasej K6K 
HGR (represFor controlado ptor heminal 872 
HDl. íllpoprolsína de alta densidade) 629 
Hl>r . deíicifnda famillal da (FHA> 652-63.3 
helioase 

crcirnossumo, replicaçàí.i do 742, 743 
E >KA. movimento ao longo du LBO- IHL 
recomhinaçdti homátoga 75B 
reparo por excisáo dc nucíeottdeo 752 
RXA, término da síntese 776-777 
hei ice 126, J3 1-132, 311 
hélice, dupla, veja DMA hélice: dupla 
Hdóviikjí írv pylitry 24 2 

hemaghrtinadks, pmteínas 316 
heme 159 

citoc cornos 20-2J, 517, 524 
cíeitos estéricos da união com ligante 1 62- 1 63 
gnanilLl ciclasc isoenjiLma .149-354) 
hemoglobina 163, 165 
ligaçad reversível com o i ixigén io 1 59 
m iogli ihi na 136, t6ll 161 
retkulócitos 372 
hemiacelais 223, 231 , 41 5 
hemiçetars 223 
hemimetilaçáo 742 

hemina, repressor controlado pda 872 
hemocitoblasto 163 
hemoglobina A 7 1 1-7 1 4 
hemoglobina, estado rcGeado 1 65 
hemoglóblna 

anemia ía] d for me 169 

cristalografia v difrHção de raios X 1 45 

dibsido de carbono e transporte do lon hidrogénio lAR 

Hill, grálico de 167 

LtnerjçOes ligantc-receptor 3-1(1 

(nrrons 7L5 

111 ioglobi na. sriEidllisn^ii.s wm a 136, 163, 163 
ojíigjénio,llgiivii,ne iraiisporte 14=., i;s9, 1*3, 165, 169, 
667 6KK 

sob revida B4Ú-R41 
hemE.ilinfu 232 

i kodcrson-l Easselbaleh, equa^do de 78, 96-97 

Henrin Victpr I9 i f 

Hcnsdeit, Kurt 4 l .N 

hepara na sulfato 239 

heparina 2:17 

hepatócitoi 

ãi idns gi.ivos, sínteae tle 6(18, 6K6 
nlíiniiUi, iransporle ile 492-493 
biosslnalizaçio 34t) 
cortisol 7D2 

glieogénit), grânulos de 233 
ieetina 24 2 

membrana plauníítka 301-31)2 
proteínas, sinreav de 6412 683, 684 
uréia. ciclo da 487,494 
heploseí 225- 22b 
híthivHims 436 

hereditárni, càntvr do cólon nào-palLposo 750 
heriditericdade, transferência da informação biológica 
L 1-12 

l-krshey, Alfrcd t. 256 
Hcrshey-Gaase, expeiiênda de 256 
hcterocLSIo 642-643 
heterodtmero 856 
hetei rvpnlissacarldefu, 252 
hetetotrofcM [9, 540 
hetettH rdpiciis, Vili-imas adóHérkns 2 15 
heienrtró picas, mkraçóes alostéricas 166-167, 169 
hc3tina.se 3H9-39Ü.4I2 
licioquLnasc 412 
canalLinçao 417-418 
glicogénio, slnteae do 572-573 


giicoquLnase, neaçáo da 567 
mecanismos da reaçlo enrimátlíi 2(17, 682-6H3 
Michaclis-Mente-n. ci>nsLantç de 21M 
nomenclatura 19(1- I9L 
negulaçáó 4 1 2, 426. 563 
híx>K|uÍnase D 41 2-41 3, 429-430 
hexosH 225-226, 410 
hexoses fosfonladas 410 
hialunonato 237, 239, 577-378 
htaluronidaae 237 

hibernação 283, 466, 47 1, 472. 5.16, 686 
hihrhjúaçlo, do DMA 888 
IsidíeCõ, Inn 4(12, 4 1 9. 4 1 9. 442, 536, 521 
hidtoiairlvínétCKi, detivados im 
hidoifil iais. Compostos 66 
hidiofòbiciá, intcrnçòes 

interações fracHS água 64, 68, 70 
lipídios, entre 303 
membranas 303 

membranas plasnaáticas L6, 207, 309- J 1(1 
mosako fluido, modetn do 1(12 30.3 
paGipeptldms, enrolamento dos 142 143 
protéka, éstruluia 12,3-124, 831 
proteínas Ínlegíais 309-510, 313 
reLvpttrr liganle. interações entre 342 
hid rofObicus, cd mp os to 5 66, 6B, 52fl 
hidrogenaçáo catalítica 283-284 
hidrogénio 41 , 399, 554-555; veps tamhém hidrólise 
hidrogénio, li-gaçocs de 64-65; vija também intri^Cies 
fracas 

ácidos nudéicos 235-256 
água 64, “D, L 23- 124 
ri-héLke 126 
1>NA 267, 758 
fllirtiína da seda 1 34- 1 35 
polissacarídcos 234 

pmletnas fifi, 81, . 123-1 24, 83 1, 850-85 1 
receptor- ligante, inierações entre .142 
KKA 265 

hklmljftes 3.1 64.81, I9S),8,3Ó 
hidrólise 8í 

liiLlrinpiiino, indice 3 12. ,313 
hidroquenona (Oh lb) 347 
hidrojtiacil-GoA 471 
hidróxido dc sódio 76 
hidreotietil tiamina pirofostato 650 
hidroxil, radicais livres 524 
h idroxilases 6118 
lilerart|LLÍa estiulurál 36,88- 
Hill, Anhibnld 167 
1 lill. coeficiente de 167 

I li II. equnçáo de 167 
ilih, grificci de 167 

I I iJl, reaçáo de 692 
Hill, reagente de 54 1 
Hilt, Roberc 54 1 
Him, conifsi nase -HA-4 

h ifjeii 1 ilestemlern ia fn miliii I 632-633 
h ipercrômky, efeito 267 
hipciglicemia 689 
h ipotálamo 694 , 700, 703, 704 
hipoxantina 269, 674, 753 

hipnxantina-guanina fosfo rr i bn s il : ea n x ferase 674*675 

liipóxLa 169, 419 

hipurato 497 

histamicLa 661 -662 

histidiua Como tampão 79 

histidina, resíduo distai 162- IÓ3 

histema acetrlase 866 

histona acetiltransfeiase HtnH 

I J IV (vitus da imunodetidéncLa humana) 176, 2(19, .11 1 
314, 795 

EliV protease 793 

HMG proteínas I grupo dr ah a mobilidade) 867-368 
HMG-GoA I |l-h i,lr<ix i fl mdügliHárü-CoAl 48D, 624, 
632 633 

HMG CoA reduUise (jd-hidrojd-P-metilglularil-fjoA) 
624. 632-633 

HMG-GoA sintase (p-hidrood-ll-mcti^glutaril-CoA) 624, 
632-633 

HNRGG í câncer náo- poliposo hítéditirio do cólon) 750 
Hoagland, Mahlon 8116 
Holden, Hazíl 181 
Holliday, inieniiediátiri de 756 
byloertíimas 1 90, 772, 774, 848 
homeobox 772, 876 
hEsmeostase 417-418, 426-427, 430 
homoesstetna 650 
homogentisato dioxigenase 5<fc 
homóJaga, recombinaçao genética 755 
DMA recombinantc H94 
enzimas necessárias 75H 
meiose, dluianle a 755 
sítki-espedÜLo 769-7611 
1 rjcispi s, it, fu 1 763 

hntnojijgás, crumátidcs 756-757 
homÜogtív cromossomos 756-757 
bumvpoliméricas, caudas 884-685 
bumopnlLssacaridcus 232, 234 


homosserina 650 
Immcisserina aciltranafcrasc 
hLifiiHisaetina quinase 

Iwmntrópkas, interações aLostéricas 166- 167, 2 15, 2 16- 
2J7 

Uoogsíccn, paieumenim de 262 
hormonal, reguingo 

bioensaio, necesBidode de 693 -634 
carboidrato 427-424, 570-57 1,57.1 
cabala 702 
çortisnl, sina is 692 
lIÍílIu-Ics 642 -693 
diversidade química 649, 647 
endócrino, sislemã 700 
epLnefrina 431 , 689 
gl icogénio, fbüforiLast do 45 1 
glucagon, sinais do 690 
insulina 692 

jrjuns, agudn e crónico 6Wi 
massa ouporaJ 702-7Ó3 
iieuntendOcriflo, slsiema 69.1-694, 7 (kk 
T eceptores 201, 540, 696 

hormônio, dementa de resposta (I ÍSH) 565, 47ô 
hormflnki 

adrcnDoorticaJ 616, 609-700 
adremicorLicotróficci [ACTH) 93, 555, 700 
Ci- ineiandcLto, estimulante de (ct-MSH) 704 
amirias hír, 

anl idi urãlico (AÍ>H) 32 í 
antidiurétic^{vasúpresjirtii ) 291. 7m 
autóciinu 697 
catecciLamina 66 1 , 697 
concentrado 699- 7üü 
cnnsensn, scqüêndamcnto 670 
COítiçnetÉrâide 699-700 

CnHiccrtroflna, liherador dt ( CIRH ) 700, 702, 704 
írescLmetitú, de 547 548, 6611, 498-499, 902,905 
eiccisanóideb 241-292 
endócrinos 697 

estrutura metabólica c ínnçno 695-694 
gLicoprotéicos 240-241 
ituulina 697 
luteinizante 242 
mamíferos 697 
oligossfldlridtío* 242 
horm&nki-receptoT, ccuttpIrtM 670 
hormOnioB esteróides 
catálise J93 

colesterol, derivados do 292 
genes, expressão e regulação 470 
repepurns 696 
stnieie 355, 604, 624, 65.5 
transtdçáu, reguJsçãi? da 365 r 697 
hónnunios SCUiais ( víjí utllNtn hnmiAn in* esce-róides) 
655-634, 697, 649-700 
Hon-ite, Iccome P. 795-796 

H P í.< (cromatoçraGa líquida de alto rendimen to) 1ÍXÍ, 
KlJ, 884-845 

I I RP ■; elemento de resposta hormona! 1 365, 370- 
HipTO (pTüleínaS de Choque térmico) 837 
J I U, pfütdna 729, 742 
humanos 

Aíu repetições em 715 

céiulas, número no corpo humano t6, 7L8 

LínmoLiomos t6, 27-28, 713 

desenvolvimento, regulação do 472 

|>K'A, milHiLondrial (mtDMAj 719 

genes, númem em 71 5, 766, 846, 88Ü 

gínica, terapia em 9112-905 

LtJV (vítuv da irtluflodeflílínfla humana) L76, 209, 

333-514, 795, 795-796 

introns 74 1 

humoral, sistema imune K 72 
Hunr.ltiwL.-JL 874-475 


1. banda, mloflbriU t82 

ibu proteno 292, 6L19, 6 LO 
kasuédrica, simetria, proteínas 148 
IF, filamentns intermediários, proteína* 32, 1 32 
[gA (imunoglolni Iina A ) 1 74 
[gD íimunoglobulina L>) L78 
[gF (imuímgiohulina E) 178 
Lu-i.i íimunoglobulina (il 176,766 
IgM (imoruiglsnhuliíia M) 178 
Llholiis de kmgerham 693, 702-763 
1 M P desklTOgjena-Hf 664-669 
imunoglobuLinH A (lgA) 178 
imunog)c | buiin& D (igD) 174 
imunc^dobulina li- (ígEJ )7K 
imunoglobuJina (5 I Lgü! 176, 766 
im unoglnbLiJina M (IgM) 173 
in i nnoglobulína, cadeia pesada 766 
liminoglohulina, dobramento da L74 
imunoglohulinas, vdatamhim anticorpos 
anticorpos cataUdccis 209 
classes de 1 76 
^icoproteiniss 240-241 


plasma sangúineo, ccuno proteína do 667-6HK 
nespusta do sisiema imune 172, 176 
imune lógico, sislemn 

AllhS 34, L76, 676 -677. 795. 795 746, 347-H4H 
anticorpo-antígeno, LnlefaçSo entre 1 76 
anticorpos como instrumento de pesquisa 1 79 
célula, superfície da 140-lfll, 176, !76 
células e proteínas especializadas L72 
unopléMitnlaí, imeraçãb prcitctna-ligance 172 
deficvinCií 674 675 
expressão gecktioii e «gUlivçBó 464 
MV 176, 209, 513-314,795 
imunoglobnlina 176 

imunoqloinjlina como ondeorpo e sítios de ligarão do 
anrlgeno L76 
irdecçSó virai 176 

prptideos. apwsenta^o de 173, 174 

prüidrtae lígante, interação complementar L 72, LflO- 

131 

rrcotnhiinatráo 766 
vacinas, virais 795 
in Hl ro vs irr h'vc, estudos 686 

inativadores baseados no mecanismo 207, 664, 676-677 
indo [acetato 803, 660 
induzi i I-I-IV 

in 1 1 urJveis, pmd ueos génicos fH'7 
inflamn^ão 285 
informação biológicji 
custo energético da 712 
DNA 13-L4, 250, 255-256, 267, 733 
entropia 345 

expressão da informação genética 39, 77 1 
gene çmm> unidade funda menta! da 71 1 
lógica rnolécolai da vida t L 
mucromoléculas 4-8 r 54, 87, 595 
mKNA 406, 426. 429 
pintcínas 39 

i nformacio, teoria da 493 
i nibdçào 

competitiva 2fíS 
eníJnUtlcs Htí 

nfln-COfflpetitiVDí 20-7, 5HÜ, 664 
rctroiilimentaçSy {veja retroilimentação, inibição porl 
suicidas, inibidores 205 
inibidora, proteína í.r íüi) 354-359 360, 
inibidores irreversíveis 205 
iniciação-, códon de 310, 859 
iniciação, com plexo de 8 1 6-8 ! 7, 825 
inici ji^jLh, fatores de 816-817. 871,472 
inkiaçio, sinal de 425 
iniciação 

DNA, rrplicíiíJlü- e siute-ie 741 
mRNA, síntese do 325 
proteinas, síntese 8Í6-81 7 
transcrição 772, 774, 446, fk>4 
translacional 471 
[tunarvi l-tuss 755 
inosituiio 664 
inysitol 619 

iuositol L ,4,5- trífosfato ( I P .0 3311 33 L . 346, .154, 556 
[nr (iniciador) srqüfncias 36ti-367 
insaturodos, ácidos graxos 305, 473, 609 
inserçào, retsomb inação do DMA 762-763 
i nserçac*. seqoéncias 747 
insolúvel, pntímorts suporte ?6t 
insulina, receplor da óadeia rt 346 
insuiina 

áctd&s grnxus, rrgulftçjj] da sjniesr de 686 
biornsaio 693-694 

colcstcin!, regulação da síntrsr de 632- 633 
corpos cctónicos, formação dos 480-441 
deficiência, ve>a dibetes mclito 
dissulfeto, pontes de 97-94 
glico^n i l h , metahoiismo do 573 
glÍLLs>e itú íangut, nível de 692 
hormón io pstpl IdiCó, çonio 697 
poliprpl ideo, como 93 
receptor da 34 1 , 346 
ncgulnção 702-703 
resistência 703 
terapia 695 

iriaeilgUeeróis, regulação da htnlcse 6lí> 

IrisuliftHi- dé pendem*, diabetes melitn 692-693, 695 
LnlegrãduS, gsvies 9[I3 

inlegral ( intrínseca j. prtUel na de membrana 
adenilciclaxe 351 

adeslo e interação entre células 3 1 3 

colesterol, sintese do 624 

(usam membrana 313-314 

h idroidbicas-, interações 309-3 1 0 

iniliicAndria, reaçOes de transferência de elétrons 317- 

J1S 

mi isaicsr lluido, itinJcLii do 302-31)3 
TéoeptOfís P-adrenérgiçns 349- J50 
transporte e ãrquiietura da membrana 309-51 LI 
transporte passivo 3t7-3l6 
integrativa, transformação 50, 885, 898-899, 902-903 
interações fracas, veja lambem interaçdes nâo-covaknles 
actina- m insina 144 


bicissmaliraçãD 340 

canfíguiaçOcs nativas 56 

energia livre de ligação 70, !94 

ençrgLa livre, valores de 123-124 

«tühilidáde de estruturas M, 64, 70, 123- 124, 83 1 

furça ei Lia lí lie a emíimiUeà r L-stíediicidade 189- L90, 

L93, L95-I96 

LntcraçOcs iõnicas 64. 64, 70, 831 
rcccptor-ligantr 342 
soiuçoes aquosas, em 64, 81 
interações nãci-covalcntcs 

aloiíérica, it-guiaçãLi 2 13-2)4, 4 17-4 LS, 424 
líicswinaLi/jçao 34Í3 
a>m]dt!uis .iy p ra nw kvu I a r ei 56-57 
complesos Irmárnis J1)3 
DNA, nepJrcaçáo do 738 
força ermmíitica r especificidade 1 93 
macromciiéculas, estrutura e fíinção dus 87 
membrana plasmática !6 
não-Liclieni fl uxn de elétrons 554 
papel na estrutura e tunçãch 87 
IriLiimsnsirniaij, üslruiuras L4 
inierfase, edular 26-27 
Interferofi 240.241, 347-348. MM 
inteTleudna 176 
interleudna-2 376,347-346 
interJeucma-4 176 
inierleudna-7 347-348 
imestinos 

s élulas epiteliais 324, 425 
digestão 487 

gnanilina, aliraçiú 348 349 
intracelular, sistema dr membranas 24. 113-314 
leptidina, produção de 703 
intesitino delgado 466, 487-448-449 
intracelular, segundo mensageirn 346 
LnlraüiluLaies, sinais, regulação da expressão genica 47ü 
intrínsecá (integral), proteína de membrana 309, 3 17-3 14 
eM rhlsrcíA fiimr 476 
íntroEis, 71S 

inversão, recombinação do DNA 762 763 
iodoacrtato 415 

íon, ATPases transpoitadoros de 323 
íon, bomba de 301, 555 
íon, canal seletivo 328-329 
km, uxiispoTiadorsís ví canais de 328-329 
iAnicas iníeraçóís; 64. 74, 76, 831, veja tambétn 
interaçórs fracas 
ionização 64, 98 

ionização* conslante de (K^l 75-76 

IP, (inositol 1 ,4.5-1 t i fosfato !■ 3308331, 346, 356 

IPTC, (iscipropiltiogalaclosldeol 850 

líOákixazma, anel da 403-404 

isLhçiiraTHi dfiidrtjgenasB 1 1 6- 1 19, 416-447, 456, 45^ 

isocitrato Ikty.' líM 

isocitrato 

ciclo do ácido dl rico 444, 450 
gbconeogêncse 730 
gJioacalata, eido do 457, 459 
í.,í.'lLl : 5 rica, fnealização 96, 94 
Lyivléi ri Cm, pH ÇpE) 96-97, 103- 1 ÍH 
EVH-iêl rico, pi mtó ( p[ ) 96 -97, l Cl3 - 1 tl4 
isolimte, iriacilglicwóis çpmú 1 In 
isoirucína 

aminoácidos, degradação Jli 503, 507 
gLicosc, süricse da 5 L L 
R, grupo, não- polar, .ilil.nico 92 
relroalimentaçáo, inibição por 10- 1 1 
síntçse 650, 651 
iionitma i9ü r 4í6 
isH,ims , rir:LÇlm, reãçÍLi de 1 54 
isómeros 45 

isòmrrus geométricos 45 
isopienil, ügaçáo tio grupo 831 832 
isopreno 624 

isoprenóidés 217, 293, 309-310, 544, 624, 634 
isopropiltiogalactosldco ( I l ] T'< rj 650 
isotérmico, sistema 385 
isi itónicas, soltiçOeí 71 1 
Isótopos, experiências «íe tmafeaçio emn 
(xilvin, cicki de 58 1 ■ 582. 
colesterol, síntese do 624 
DNA lecombinante, sequencLamentn de 887 
DMA, replicação do 735 
bíeselson-Stahl , experiência de 735 
proteínas, síntese de 8U6 h 8U8 
1 1 1 ir mi. is, sjiltfse dãs 666 
radioisónipiKi, rrwtrcíç3>0 cum 14, 735 
isótopos, 4xpíriénçÍHs <3e tíoca de 5j9 
isozímas 429-430 


J 

iasmemato 610-611 
kinm 466, 690 
ffjum 

aliviei do 453 

combusilvel cerebral duranle ci 647 

corptss cetOniciix. produção dms 480-44 1 , 685, 69fí 
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leptiiu, sistema de 7í]S-.7(Jfi 
proteínas CmUii l i ■ |vel 486, 69EJ 

U tôa, pnsdüçio de 495-436 

Ptmeks, Williarn 2Q9 
juule {unidade de energia) 49 


K 

k ( constante de Bciltzman ) I 93 
.k | constante dc velocidade 1 l93 r 202 
K 1 {potásaid j t canais de 145, 146 
K t {constante de ssstidaçáu ) 1 6 L , MJ 
Kaiser, J>ak 884 883 
k.j. fçttnstefiie de velocidade) 202, 2D4 
K a (constánte de dissociação! veja constante dc 
dissociação 

Kendtew, John J 34- 135 
Kénncdy, Fiugenc R. 446, 468, 515 
Kh oraria, H. tlobind 27$, 809 
KiiiLiriila, Kazlhiko, Ir. 51 I 
Klehow, fragmente» de 740 

KV (<;iins|ai3te de MichaetisMenlen) 200, 592, 643, 79 L- 
792 

K m , ‘'aparente 11 205 
Kok, Oessei 544-545-546 
Kurnbej-fi, Aithiir 793 
Ifosçtiland, Daniel 168, 196-197 
Krchs, cicLn dc 442 
Krobs,Hans -144 

K {conswnfc ik disíociiiçáu} 75-76, 96 
Kühne, 1'TederKk SV, 109- L9U 
Kunitz, Moses 169-1 90 


L 

1 ., sistema, configel raçáo' 9 1 
1,-1,4-ditdioiLfenilalanina 506, 66] -662 
lá, o-queratina ]26, 132 
lac uperon 849, 352, 656 
lat repnesseor 776, B5ÍS, 356 
lactam j, (JutAmerci 234 
lactai ii '11 9, 494, 564 555 
ku tal M dcsidnsgenase 4 L9j 430, 565-566 
lácikó, ácido, buelêria do 4L9 
láctico, ácido, fermentação do, 419, 565-566, í>B* 
lactima dupla, tautbmeno da 254 
lactitna, tautíimcin 234 
lactobacilos 4l9 
betona* 231 
líílOtlilM 452 
lactose, Intolerância il 425 
lactose, sintnse 576-577 
lactose, veja também kicopcron 
|l-gaLactuíiLdase, síntese da 050 
dtgcstâo 425 
duaaçarfden, como 232 
F. raJr, na 32?, «44 
1 1 L d t r i ! i t - 425 

regulação da síntese 576-577 
regulação do gene M9, 3 56 
1 jmbert -Bcer, íeis dc 94 
lamelas 541 
kaminina 369 

lançadeiras 522, 535, 565, 6t>6 

lanolina, 283-284 

lanosterol 625 

I,- i.i rabino íe 223 

laurato 471 

Láurioo, ácido 200 

Lavoisicr, Antoine 4 1 

LÜÀT (Lccitirifl-cioíestcrol adi transfera &c ) 629 
I lactato deaidrogenaac) 419, 43Ü, 565-566 
L-diidrooeotato 669-67(1 

I .[31 . (lipoprowína M baijca denaidátte) 629, 631, 039 040 
LPR rtCeptOTíS da 631 

l.-dopaíl, 3,4' dtldroxifenilaEanitia ) 506,661-662 

lecitina 619-620, 629 

lecitina-colesterol adi transterasc 629 

tcctina, CTomatqgi afia dc afinidade 243 

tcctinas 241-242 

Lcclfir, Philip 807-808 

lehnLnger, Alburt 1. 446, 46H 

leite, produtos cLh-i 425 

leite. pTi Hei nus dm 240 241 

Lelotr, l.uis 57 L- 572 

Jeptína 693-694, 703 

Lerner, RLchard 209 

Lrsch-Nyhana, sindrome de 674-675 

leuclna aminotiansfcrase 

Jcucina, ziper de 854, S70 

lçucina 

aminoáddos, degradação ,Li is 50,1 , 300 

eód&ns hei9 

gene mitotondjHtd, mutação 539 
R. grupo, não -pcilar, alifitico 92 
sllnlese 650 

IcncOdtos 172, 292,610,687-668 
leucócito a, adesáo deficiente 313 
Icucotricnos 292,610, 6 lí), 69?l -699 


leve, cadeia da imunoglobuJina 766 
leve, cadeia da miosina 180-191, 787 
levedo, cromossomos aitifidaLs do ( YAÍ1) 894 
levedo 

cromossomo dc, estrutura 7 1 4-7 1 5 
DNA, repUcapSn dn na?46-747 
fcrmerttaçfei 189-190, 41?-41«, 421 
do m*NiMjsrti<i da galadow 668 
iiitiótls no* genes do 700 70 1 
pLaamldeos 719 
tKN’A 265,818 
vetcues de euptessán 894 
[.evinthai, L^Vtus 151 
I.evinthal, paradom de 15 1 
levomotaçao f I.), configu naçiiv ubsnlufa 47, 9 1 

l.rvvis, E : s3wá63 872-07:1 

I.«A, rípressor «62, 070 
I fluotalanin* 660 
L-s,uLcmatd 578-579 
L-gulcinolactona 578-579 
Lli (hormOnio lutcinizantc) 242 
l.HCZa (completos coletores de lur;l 343, 549-55U 
Jlases, classe dc enzimas 190 
libenaçáo, fator de (RF1 03Ú, 0L6-0I ?, 826, 823 
Kder, i t p, i ;L 1 1 dn m RNA Kíõ9 
1,-idurftnlco, íkitlír 257 
Li-Fraumcni, slndrcunr de 370-371 
ligaçào peptídica, tnse dc acilaçaci da clivagem da 210 
li^içàcK dupla, carbono 41, 42,49, W4 
Lijj/intc-. Llgaçèci do 
definição 159 
especificidade 8"t 
esitraceloLsf, çanaLs rteaplniirs ,446 
muígíobiiSfi, bvrne. efeitov esiiricos 162- 163 
protelíliá alíisl^rica, ligaçao de 166-167 
proLeínn. função 172 
proteína, Lgaçáo rcveiatvd 159 
proteinas complementares, interações 172 
rs substratos cnzlmáticos 159 
lilases, cljflse de encima 190 

I. ind, James 578-579 

Linesif, secjíleiwiii menlci 4 5, 12 
linear, via metabdlica 9-10 

J. ineiveaver-Burk, equação dc 201 
Linrweavtr-Burk, gráfico 342 

I i nfcScitos E72 

LinRScitns lí {cí lulas B} 172, 173, 674-675, ?66, ?6? 

linhina 66IJ 

liiiideá|o473 474. 608 

liilúlcnato 608, 6tW, 610-611 

Lmoicoil-CoÀ 473-474 

lipases 282, 284-205, 466, 666 

UpÈdlos 

abüüiçao de 466 

apoiipopmteínaá 466, 628, 687-688 

ativos” 2K9e29 1 

cçmpnntniís 84, $6 

difusão vm membranas 305 

«fingolipídios Z87, 289 

especializados 599 

esteróis 68, 280, 624-625 

extraçáo 295-2% 

instbl ipldins 2«3 , 209 

Éiiuçãd 2011 

gliCírnsfósfolipidios 284-283 
glicolipídios 387 

hepático, processamen Lu e distribuição de 610-61 1, 
682-683, 635 

hidrofóbicas, interações 303 

macro m.o Lí cuias nas idul.is 54 

membranas 284-285, 3Ü 1-302 

meiaholismo 2MO 

nlignss^L^rídtvris 240-241 

pigmento f vitamina A) 293 

pret u rsores hu rmema is 293 

proteínas periftrkas de membranas ligadas 

i LiptdlcH 3Ü9- 3 1 6 

scpaiaçáci e análise 295 

sinais 291 

Liptdlns, ilnteae dt 599 
lipidiChS de SiriUMrUiíKnld 28(> 

I i píd ia, bianudíi :n)3. 3t>4. 306 
liptdicw, agregados 303 
lipnato (ácido Lipóico I 442, 448, 508 
íipoil, gmpKJ 442-443-444 
LipoilLisil 444 

Lipopoiissacarideos 240-241 

Lipoprotelna de baixa densidade (E.DI,) 629, 63 1 , 8.19- 840 
LLpnprotelna, lípasc da 466-467. 629 
li|>ci])reitelna, proteína rdaçioftada com u recepiõr 632 
llpOppotelnaL* 99- 100, 466 
iipoproteln&ide ;*lla densidade u IDL) 629 
iipi>prHjteinus tle densidade muito alta (VI 11>L) 466 
Hpoprotdnas de densidade muito baisa (VLDL) 464?, 62 L >, 
809 

tipossamas 304, 902-903 
lipoxigenases 610 
lisc 409 
Usina 


aminciácidos, degradação dos 503 
hiatonas 726 

R, grupo, carregado poajtivwntnte 93 44 
regulação 651 r656 
siritr-se 65(.l 

lisufosfuLipuies 289, 303 
lisufosfoLiptdiofi 303 
lisussumais, enzimas marcadas 336 
lisosscunal, membrana 26, 636 
lisossomas 14-25-26, 846-841 
baozima 
liiotrcifiss 18-39 
I jcshlhuiiL, Pwer 8«4 88Õ 

lógica moEíeulai da vida 5-6 
lovastatina 632-633 

LRP ( lipoprotelna, proteína relacionada com o receptor \< 
632 

luciícrasc 396 
luciíerina 396 

luminosas, reaçííes 54(), 588, 756 757 
luttlna 54$, 544 
lutdniíiiLiit, hofmôiiúos 242 
luz wlar, veja ener^,iü sola r 
luz, completos coletores de 543, 549-550 
luz, muláculas coletoras de 544 
luz, piano- polarizada 47, 39-90 
Juz, reaçües dependentes cia 54t) 
luz, veja tamtsím espectro de absorção, fruo, vido 
ahaorçao 54 1 
Calvin, cicb.i (3v 566 

ektnms, transferí ncia de, potenciada pela luz 544- 
545-546 

kHofnsforiJaçáo 540, 552-553 

neuiünios sensiveis i 357-358 

olho dos vertebrados 356-357 

polarizada 47, 89-90 

reaçflw luminoííi 54D, 500, 756 “57 

l 1 V (ultravióletií abwrçáo du luz 44, 254, 267, 269- 

270. 293, 747 

M 

M, disco da mioHhiiU LB2 
M, fase da mitose, ciclo celular 166 
M, linha, na miofibrpa 182 
MaeEiud. í7r>liri 256 
niturrOfagus 1 72. 178 
macTomolículas 
água 70 

composição das 4-5 
constituintes celulares, como 53-54 
[)NA, como a maior 713 
estrutura e funçáu 51 54, 67 
pmienglians» 237 238 

niilSUÉMO, 841, 543, 567, 580-e-59O-591, 651e656 
magnÍHO, lon ( Mg ' 1 '} 

Calvin, ciclo de 586-C-590- 59 1 

co-fiitoi de enzimas, como 389- 390, 4l2,4L6,421,565 

566, 6O6C6O0, 772, 8 16 

gjiconeogàftese 567-566 

hCKLií|iii[Lasr 51 1 

malária 171, 435 
maJato desidrogenase 450, 565 
cicio do ácido cítirctr 450, 495-4% 
gliconeogícicse 565 
glLoealsto, ciclo do 458, 459 
NAU, ligado á 4 St), 457,565 
NADH, transpçritador 535, 563 
malato sLntsse 457, 4,58 
malalo 

dçlo dnj ácido cítrico 449-450 
glicimetigítiesr 565, 568 
gjiujcikto, ciclo do 457, 459 
mttocondrial, I ranspoTtc <^>6c608 
mfllatcuz-cetDRLularato, transportador 536, 6U6rtiUH 
malatü-aspartato, transportador 515 
maleauj 449-450 
maléim, ácido 45 
milita, nirjroa 594, N15 600 
mtdoTlato 449-450 
malonil -CoA 477, 599, 604, 6O6c60s 
mnionil -í j^A-ACR tiansferasc 60 1 -6ff2 
maltase 421 

nialtiise 232, 42úc423, 425 
mama, cíncer de 750 
mamária, gláudulá 576^577. 605-606, 629 
mamífrors, veja também metabolismo, integração e 
regulaç&o em mamíferos 
cisteinu, síntese 647 
hormOnios 697 

imunológico e imuno{dnbu3inas, sistema 172 
recém-nascido 536 
teiàmeros nos 797-798 
Uiíia, produçáo da 495-496 
msnganís 416-417, 552-551. 672 
niánosamiitii 228eZ3d 

muno» 220e23O, 412,413, 420iM23, 425, 836 
num os e 6-ftrsfato 425, 836 
manuiónicíj, ácido 231 
maiá vermelha 332e334 
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tníLiM corporal, ragulaçai.iJicrraóiMl dn ?(.i2’7ü3 
mu», «spieftpmelrisi de 112 Li3, 243, 296 
masjwi thfiü das 337 -333, 339-390 
maternos, genes 372 373, 37? 
maternos, míWAi 373 
matriz, jnLtocondrLal 23 
Matthaei, Heinrich 8Ü6-807 
Maxam, Alan 27 L 

Muxam-Crilhcrl, aeqUenriamento de 2? 1 
McCartVi Maclvn 15* 
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primata 74 E, 742, 862 
proCárbofldpeptidase A r 13 438-489 
pTocariotos, veja também bactérias; £ cob {Sxherkhw 
zoii) 

UNA 7 Ui, 751 
operon B49 

regulação genética 848, 852, 856 
progesteiana 366, 366, 633-634 
pró-horniAnins 6Ó7 
prft-insulíiij 697 
paitittá 

d hélice 128 

aminoácidos, degradado dos 506 
codifkaçâo genéüca 306-807 
domínio rico cm prolLna 370 
R, grupo, polar, não-carrcgado 93-94 
síntese 647 
promotores 

'. IJLLIriól ILIK, Á64 , A66 

Itfí.', OpéTOU 852, 856 
RN, A, stnlcse do 772. 774, 773 
transcrição, inido da 84/ 
propionato 473-474 

prapionU-LoA carbosilase 473-474, 590 
pró- proteínas 120 
pró-quiraia, moléculas 451-452 
prosíaglandina F, (PCF.1) 354 
praitaglandiiu Gj (PGfiZ) «w 
prüstagiandina i I.. (ftíH2/ ÓR9 
proftaglandina I L, sinta se 292, 609, 6L0 
prostaglandinas 291-292, 609, 61 0, 693-699 
proteína ABL 631, 632-633 
proteína ra, classificação 143 
proteína ativadadn ra do gene 656 
proteína C ] 84 

proteína de reconhecimento dá csisa > N- ■- Lv-i ruiçãn 
(TíEiRP) 368-369 

proteína fosfata se L (PP ]) 364-365 
pToteína ü estimuladora '!U S J 350 
pioteina motor 180-LBL 

proteína quinase A, veia proteína quinase A dependente 
de cAMP (FKAj 

proteína quinase H ÍPKfij 347-34J3 
protelou quinuse C (PKQ .156 
proteína quifltue G CPKG) 349 351) 
proteína qtiLnáses, veja também proteina quinase A 
dependente de cAYI P ( PKA.I 

LaM quinase (Ca 1- /proteína quinase dependente de 
caJmodulina ) 356-357 
delo celular, regulação do 366 
eidos do ácido d tricô e do glinxalato 459 
fnsfatidilÈnositóLs como sinais 291 
Ébflíoiilflçio 291 . 364 -365, 456, 549-55U 
inátiv*çío de proieina ligadura «72 
quinaíe com regulação eatrrurrlular í JiKK) 347 
srqüí neias consenso para 2 LU- 21 9 
subunidndrs 367 
tirosina, especificas para 346 
ptoLeina, ligação 
alostérica J66-L67 
oatigénio LS9, IA4 

pnli(A), proteína lidadora tle (PA 13) 625 
teutriM 159 
proteína, prütirneni 145 
proteína, siníese de 816 
alongamento U26 

aminoácidus, atteaçflo dos Aí)6, 8 L6 
código genético 805 
DNA I.Í-L4, 109, 250, 71 1 

dnhramewo e processamento pós-tnanslaçioflaj 816- 
Al 7, 831 

£fliffWMIO,Gl«,«ll 

rnerjijeiica 8í>5, 828, 846 
fidelidade 738, U2 1,828 
hepalóatos 682-683, 684 
imbiçào 83 1-832 
inkkçío 8I6-BL7 

isotúpica, rnarcaçfla, experimentos de 806 
mRNA 250, flí>6. 809,816 
química 1 16 

retículo eiiiln iplasmíii íl o 24 

rJbowonwi 144, 14A, 260^293,616, 7Ó0, 713-7 If, 720 


término e libera^áo 810, 816-817, 828 
tH>iÀ 806, U07-80A, 809,812 
proteína -M 184 

proteínas de cadeia ilniea, ct hélice c |1 eoníormaçâo 1 42 
proteínas de membrana 33 3 
proteínas de rerobfimentn 664 
prcítdftiW do plasma 6A5 
proteínas G Irimérka 362 
proteínas integrais, adesão das 31 3 
proteínas não-separadas L04 
proteínas periféricas 302-303, 309 
proteínas simples 99- 100 
proteínas, eLasse L MHL í complexo principal de 
hisiocu-mpatibilidade) 173, A4I 
proteínas, e Las se I ] M HG icompkxb prindpal de 
h istwLrmpat IWlidadí} 175 
proteínas, classiflea^Bo ft/p, 143 
proteinas, enovdamentu das 
a respeito de 149 

aminci c carboxítermínaís, modíticaíòes dns 
resíduos 83 1 
assistida 153 

carboidratos, Lifia^ao na cadeia iatenaí A3 1 -832 
chaperoucs moleculares ou assistentes molécuíares ]3- 
14. (53 

désnaturaçso é renat urávK i 1 49 
]>Na 719 

marMrçdO e degradii^no de proteínas A L6-81 7. 831, 834 
polipeptideLis 15 1 
Rrion, doenqa L53 

prostétícos, adiçao de srupos 831-832 
regras para 142-143 
RNA 265 

síntese AL6-AI7, A3 I 
supersecundárias, ÉStruturas 142, 14ã 
proteínas, est rutura secundária 99-300, 126 
íclh.íc.h nudéicus 255-256 
membranas, de 311 
miogJobina 136 
proteínas L26 
RNA 264, 265 
superseeu ndiíia LA3 
proteínas, funçOe* das 1 59 
diversidade lUss K7 

energia quimkii, moldulaíão da interação 180-181 
imucRiglobuli nas e sistema imunológicn 172 
interaçbes enl re oxígéniu e proteínas ligantes E 59 
proteínas, intcraçàes com tirantes 1 59 

compLcmEntares, sistema imune c imunoglobuli nas 
172 

Lksigénki, tiuiçórs de I igiiçat ' dú 
reversível 1 60- 1.6Í 
proteínas, ciuiicaçSi i e degradá^fro 
Lraderraná U39 
divagem U3U 
duroplastos 833 
degradaçao 4ft7, H40-A4 1 
en do d lo se, mediada pelo receptor 839-R4Ü 
gl icüsLIaçln 834 

pó s-traal acionai, niodlflcaçdó 8 í 1 
prenJIaçao 634 

proteínas, mqtivos estruturais 142. L43, 145, 852.854 
proteínas, wparHçdo e purificação de 100 
proteínas, sequendamento de 
dassifteaçáo L43, L45 
configuração 45 
conformação 14, 123 
conformação |1 142 
consenso, seqtteEUÓa 218-239 
il rsi ijil ur aç ;'i(i v fflIátUWÇii) 149 

determinarão lóv 

determinação, lécnicas de 1 36 

UNA, código para as 13-1 4 

duminiers L 42- 143, IUI 

enovelamento 124, 149 

estabilidade 14. 123-124 

csí rui ura secu ndd r ia, ângulos da 126, 130, 130 

fibrosas 131-1 32 

IIlmIiÍI idade 169 

folha dobrada (J 3^4, Í2U-1 29 

globular 1 34-133 

iiLdrof5bico.s, resíduos 124, 136 

informação bioquímica 116 

insulina 697 

interações fracas 14, 64 r 70, 123-124, 13A, 254, 83 1 

ligjaçóP! de hidrogénio 66. 8 1, 123-124. K3l .A50-8.5 l 

lij^çów, 4 n golos das 1 16, 130 

liganres, tigaçãn tle 162-163 

marcação e degratlação 832 833 

mélodos altrmu.1 ivos 112 113 

níveis 99- L00 

peptíJeus pequeno J09 

peptídicas, ligaçàes L24 

regulador 714, 772, 859 

respiração 162-163 

proteínas, veja tamliéni aniinodcidos, proçeina.i de 
membranas e niutr;^ proteínas esperíficí» 
v reipeito das H9 
alostéricas L66 167. 344 


antipática, natureza das 68 
anticorpos, detecção dc 179 
apolipoproteinas 466, 628 
apoproteína 190 
caracterlEAÇão dns 93 94 , 112 
dlisifkftção sii*s 1 43, í 44, L45 
combustível, como 486, 690 
cornposrçào das 99 
coniugadas 99-100 
dieta, na 486, 487 
digesiáo das 487 
elétrons, transportadora de 402 
t-iiáiinas cóinó ]LI4 V ]R9 |9l.l 

tmÀfím reteptóras 346 
evuluçUodft» 37-56, 799 
fumilias, classificação das proteínas L45 
fibrosas 131-132 

fiavnproteinas 402, 5 1 8, 52 1 , 52 L , 578-579 
função das 159 

genes como codificadores das 7 L 1 
genes correapondcntes a 112-113, I Al) 181 
genético, códigp HLI6 
glicoproíeinas 237-238, 24(k, 834 K35 
interaçíves proteltiadigante 159 
macromolécuLas celulares 53-34 
meiu-vida 6U4, 840-841 
metabolismo 805 

motoras e de contração 29, 1 80- 1 8 í 
mutagenese sítio-dirigida 198-199 
nuclcotídcns-, código para 109,250 
quantificação dc proteínas nlo-separadM 104 
raios X r análise das í 23, 126, 136 
regulação 356-357 
reguladoras 20 21 

rilio-Homa, annpíjnentes dó BI6-B17 
ribcissomabs B 1 7-B I B, B3B, 862 
separação e purificação 100 
simetria cíclica 145, H8 
sistema imunológico 172 
traliuLhandcr com HM) 
transportâdoía rk grupos adia 601 
viroses, protel Iiá» do capsideo 148 
proteogficanas 237, B3I-B32 
pruteóLise 695,699-700, 840-84 1 
proteoLllicas, enzimas 42 L 
protistss 22, 34,466 
protómeros 99 

próton rrmriva, íorça 399, 526, 528, 547 

próton, diferença de eoncentraçSó tdeltápH:' 553-554 

próton, doador dc veia ácidos 

próton 

bomba 324, 327, 52 L, 522, 546-547, 554, 555 
gradiente 524-525, 528, 552-553 
poro 529, 554 

quemiosmotico, modelo 526 
turbina 539 
proto-onougenes 370 
prontpihrfirína 1 6í.[, 54 1 
Prl 1 ( proteína prkm) 1 53 

PRPP í 5 fosfombosil - 1 -pirofosfirtot 651, 6*6,674-675 

firuMiKi, Stanley J 53 

ftfHjJcmurMií iimigrunsu 324 

pscudopcptídcogLicjna 2(t-2 J 

pseurourídina 790 

pteridlna 498 

pulnsóes 8Ü 

punHUc 674-875 

Purina 250- 25 1, 264. 29!). *66, 674-675 
putinã, ntrdeótldevsdé 666, 674 
puiorddiia 832 
putrescina 664 


Q 

Q, ciclo 522, 547, 550-55 1 

quautum 94 1 

quaternária, estrutura dé ptótdnM 99- KKf, 131 132 
fi-queraiíoa 13? 
stópartaló 1 ransca rhmnóíLrse 215 
cicloüigenase 6 IR 
hemoglobina 165 
proteínas multiméricas 145 
quemiosmóticj. teoria 5L5, 926, 53 1 , 539 
quemiosmotico, acoplamento 53 1 
quinase A da proteína de ancoragem '164 365 
quinasw 6A. J 18-219, 394, 412 
quino na 402, 546, 54B. 550 551 
qulral, itOnS.i 9t 
quirii], r entro 45, 8U-9th 91j 225 
quíral, molécula 4B, 91 
quitma 24, 234 

R 

R (constante dos gases) l? 1 .!, 341 

R, estado de configuração da hemoglobiru 165 
R, grupo, carregado positivamente 93-94 

R, grupo, classificação dos, aminoácidoa 89-9Í), 92 
R, grupos aromáticos dos aminoácldos vj 


972 


R, grupos carregados positivam eme f biácoKj , arninaid- 
dos 91-94 

r, aubunidatie, promotora 84fl 
rjç*tnjsi£s 66IJ 
facífO ico, ácido 47 
Rad, 754) 

radicais livres, 752 
radioativa, marcação 179, 450, 452 
radloBtiva/iadiDÍEDlâpicifl, marcação 18, 179, 450, 452, 755 
radioii¥iLLnMnBaÍD í RIA) 694 

T àefeóía otófHca/rad íbíívb, m arca çã o 18, 179,450, 452, 73-5 

Iíjii GTPu» 818 

RjUMOme, Ji KkL'pl i 16 i 

finjuil i IV ,1 , *99-706 

Ravmrnto, Ivàii 191 

fíili gene 369 

reação cnzimática, velocidade dn 191 
reação. centras 544, 549 
reação, coordenadas da ]9J 
reação^ de primeira ordem 193 
leaçãíK intermedíárioa 192 

TéaÇãCk, Süb.vl |-J[m da I 59 

reaçOes de «arranjo 54), 644-645 
réações Je tramfertocta de grupos SlJ 
reações espontâneas 6. 5*. 3Í4 
rraçóes químicas, sistema de *>•? 
rcur riiiiio interno, reações de 50, 644-M5 
ícananjo in tia mo Lee tilar, reações de 54), 644-645 
ReeA, proteína 754-755, 758, 862 
recém-nascido. mamífero 53* 
receptor, potencial 36 L 
recaptures. vej-a também hLn&tinaJixaçã.o 
CD4 316 
definição 172 

esterôide s, hormônios 365, 647, 671) 
hormônios 70, 29], 340, 696, 697 
insulina 346 
proteínas integrais 3 1 3 
receptor- ligante, interações emre 340, 34] 
segundo mensageiro cf 7MP 148-349 
1 ratuduçSo do .viciai 340, 346 
ft.ee F, prcHeátui 756 
Hecf, nuclease 750 
HecÜ, proteína 756 
rccombinação geral 755 
rccombinação, vu ia. DNA, rccombinação do 
RccR, proteína 759 

f cdos, reaçõest veja reação dc oxidação- neduçèn 
red ução, jMieneial de (ff u 8 44M, 5 lü, 519, 524-525, 641 - 
641 

redutor 399 

reduLoi, ugenle 2,31, 392 
redutor, equivalente 400, 535 
redutora, ponta 232, 235- 236 
redutores, açúcares 23 ] 
regulado 

ácidos graxos 477, 6416 
acUnilmsurcinatn sLntetase 669 
alostéricsi (veia reguLaçãnraloKtéricaj 
ajíiLooiddo, sirilese 65 1 
em eiperon 957 
auto-regulação 957 
cAMF, regulaçau 353 

carboidratos 426-427, 570-57], 573, 599 (veja também 
gliróliscj- 

l íçIli celular, do 366 
coleMérol, da sim tese do 632 
desenvolvimento hg mano, do 872 
I )NA, da teeombmãrÇífl do 861-864 
DNA, iníeio da replicado 742 
enzimas 233-214 
expressão genica 946 
fase, variação de 956, 963-964 
fcsforLlaçac 219-2 19,431 
fusforibe^ü oiLdativa 336, 539 
fosfuíibsc 2I8.41L, 573 

fnsbmláse dn fclicLVgénin 2L1-2L4, 219,220, 429,431, 
573 

frutosr 1,6 bifbsfátãse ( FBPase- 1 1 m 
galncLuse, genes do metabolismo da 666 
gene eucariotio, expressão de 948, 957, H64 
gene procarioto, expressão do Mft, 952, 956 
gJLcngÉnio slntase 573 
glutã mato dcsidrcigenase 452-493 
hesLKjuinjse 412,426-427. 429, 565 
hormonal (veja regulação hormonal) 
insulina 70L 7<H 
kc operon 649. 456 
lactose 576 577,949, 656 
massa corporal, da 702-703 
negativa 949, 957, 966, 969 
nitrogénio, metabolismo do 639,643 
nudeorideos de pirimidma , síntese dos 670 
nudccitidcos do punna, síntese dos 643-644 
piruvato desidrogenase 442,455, 509 
PKA 353 

positiva 946 , 856, 8*4, 966, 968 

proteínas, KguladGTiS (veja proteínas, reguladoras! 

reclpíuoa -573 


rubi scrj 586 
sacarose, sinLese da 591 

transcrição 365, 697. 776, 847, 850 65 1, 867- 868, 870 

translação 962, 871 

transposição 963 -964 

1 riadlgliccróLs, síntese de 6 L 6 

incise fasfato 59 L 

uréia, ciclo da 494 

regulação jiugaiisa -846, 857, 8*6, 8*8 

regulação pnsiliv* 948, 8.36, 864, 866, 666 

renal, cdMejí 6ÍH 

renatu ração 1 50, 267 

rencrvaçio, n úmero de í k, „ ) 202 . 209 

renovação, velocidade de 486, 684, 790-781 

lepbcaçao semi conserva ti va 734-735 

rapILcaçao, garfcia dc 735, 742 

re|it.sviçío, téJÇftéB de 44 1 , 446, 453 

repressão 847, 67 1 

repies sOreS 77*-777, 848, 8511, 851 

reprodução «aüaJ 27-28 

resinas 116,453 

resistência ao doraníenicol 896 

respiração 41 % 44 1 , 5 1 5, 5 L 5 

ácidos graxas, oxidação dos 465, 470, 471 

hactcrisna 539 

Ciclo do ácido cítricü 44 1 

mitocondrlal, transíeríncLa dc détrona 515, 536 

regulação da 5:36 

virt réspiríildria alternai iva 525, 527 
respiração 3 1 5 

respiração mitocondrial 5 1 9, 5 1 9, 525 
respiração pubnonar 8QK, 696 
respiração, losíorilaçao ligada ú; 41 5-416 
ressonância 254 

restrição, endonucleases dc 715, 980-881 

rei II li!h i en do pl asm ático Liso 24, 609, 621, 624 

Trliculo sa h-\:p] asm ático 182, 327 

TcliculCtciLi.is 822.871.872 

retina 302, 357 338 

rctinal 360,712] 

retin ai-to do-trans 293, 364), 555 

retinoblastoma 369 

rctiniohlastoma, proteína do ípRb) 3459, 370 
retincilco, ácido ( RA !■ 293, 699-700 
retindicLk, ácidcK, bormànio 365 
retindides. honrtônRia 365, 6y6, 699-7ÜÜ 
rétinol i vítamirm A ) 293, 633-614 
retiaaLirnenmçJu inibiçãrs pnr, vet também, inihiçio por 
nlostéricas, erniima^ 2 1 5, 651 
massa corparal 702, 704 
nud cot Ideeis, sintese dr 668, 67Ü 
retroabmentaçiD negativa 651 
retro viroses, veia também transcriptase reversa 
AÍDSmiV 795 
genes, nos 794. 795,8 U) 
triKsigt'rMí ; l l>i)Vv rsão 376 
transposons em eucítrlotus 795-796 
vetores virais, cumu 897 899 
reversíveis, reações, 429 
rbo- proteína 986 

rihotlavina [vitamina BjJ 463-404, 442 
fihonudcase, ] 50, 792 

tihooudtw proteína nude-ar pequena (snRNP) 792-793 

Tibtítuídeopfoteltiãs ni)6 

ribon údeosldco 2 ^ j 1 - m OU o fos fato cíclico 25 1 

ri bo núcleo 6 Ideo 3' nsimofosfiiio 25 L 

ribonucleosldeo 5' ■ t riféssiato 772 

ribonucleosídeo difasfãto 67 9 

ribonuclecnideci' redutase 67], 672 

ribon udeotldeos 250-251, 671 

rihnse 5'-tbstaio 1Ú6t, 432, 584, 669-670 

rlbofpoimú, proteínas 917-819, 839, 862 

riborlmas 264,790, 799, 801 

ribuló-re- 1 ,5-hifosfaio 38 1 -582, 584, 588, 59 L 

ribulcise l ,5--Í>ifcíiií to earhoxLIase 581-582 

ribulose-5-Jbsfiilo 584 

ribu lose- 5- fosfato r pi meraw 857 

ribulose- 5- fosfato quinare 584. 588 

ricina S32-833 

Riesie, proteínas terro-enxofre 518, 550-551 
rífampieina 779 

ãa itkis gííUítsi, óineg.i oxidação dos 478 
cCMP 348 344 
dcloüicação 577- 578 
diabetes 693-694 
filtro, como 697-699 
gjiceml 3- fosfato, formação de 6 1 3 
glicose, ccuno combustível 363 
transporte ativo 1 1 - 1 2 
uréia, no 494 
ftinriLdo, Pie to 5 16 

RKA (ácidn cibonncLéiço); veja também mRNA (RNA 
mensageiro); rl<NA ! RN A ribossAmicoli tRNA (RNÀ 
de transferéntiii ) 
bases púricas e pirimidicas 254 
clnroplastus vs mi mcôtidr rn a 29 
componente dn ribossoma 9 1 6-9 17 
degradação 786-791, 792 


destui uração 267 

DNA, na vlntese lNj 256, 772 

ÈyJUçleHn h idtcsfilieri 2ãi 

osirulura £.li i ácido |iUíléiíJó çojno um cems plexo 3*4 
estrutura tridimeiUiorUil 2*4 
estruturas complexas 264 
evolução 39-59 

evolução bioquímica 59-59, 773, 799 

titãs anripaialelas 264 

riimu A 264 

hidrólise 251, 790 

idi.-iirifu.açiLii 168 

nudréifdt?os 5.1 õ4^2ãEI 

precuTsures 293 

processamento í ítN A, processamento) 
rlbozimas 264, 79Ü, 791-792, 799, 861 
síntese í veja RNA, síntese ) 
sonda radioativa 888 

subunídade monomérica 5, como iveja também ácido 
nudéien ) 

transcrição 26-27, 77), 856 
vírus 716, 743 (veja também RNA virall 
R NA me nsíigeirii ( mRNA ), vtja mRNA 
RNA mulear pequeno (ínRNÃl 783 
RNA poILmerase l (Pol L) 777 
RNA polLmerasc II ífRd 11 J íu 
RNA polimerase 1 1 L ( Rol 111)777 
RNA polimerase 
inibição 779 
maicação 817 

piro mo rores 772, 774, 847, 85*. 866 

RNA, síntese do 772 

inmsvntiu de Itttfon 781 

trnnscrjçãii e regulisção 847, 85*. 867-K6K 

cinco, no 794 

RNA polimeiases RNA-dependente ( RNA replicases ) 799 

RNA primei 741,743 

RNA sintético 793, 907-908 

RNA braço AA do tRNA 821 

RNA, cataLltiço, siiic> 159 

RNA, forna a 264 

RNA, '"mundo do”, lii|jrirese 54, 799, 801 
RNÀ, processamento do 779 
bases, modificação de 790 
diferencial 787 
mRNA, degradação dc 792 
RNA e catálise cnzimática 796 
rltKA e tRNA, prnccasamentn 787 
RNA, píLiCtvumentLi |.Tós-sintéi ico 779 
RNA, repLicuseí, dt-799 
RNA. síntese do, dingida por RNA "99 
RNA, sintese do 

DNA, dependeiáfe dn 250, 772 ívtpn também 
transcrição) 

erro, taxa de 772, 794, 799 
evolução 796 
inibição e terminação 779 
no nçlcléo 26-27 
l> 5>N.A, repiiçaçílí,: 77 1 
RNA DNA helicaíé 77* 

RNA- DNA. híbridos 264- 2*8. 777 
KNAs de função especial 776-777 
HNAs, prerriboMomass 776-777, 787 
RNase 3)787 
RNase P 787, 790 
Rbberts, Riçhard 7W3-78I 
rodopsina .R)2, 318, 36U 
nidopsiria quinast: 3*0 
rotenoní 52l . 527 
Rous, PevtoiJ 795 
Rous, 'rirus do sarcoma de 74.5 
r-pnoteinas, veja proteínas ribossomais 
rRNA (RNA ribussdmico !■ 
bacteriano 787, 817-919, 863 
função 250 

genes 2A-27, 713-7 14. 787 
precursores 787 

protdftHv slniésé das 818), 8i*-8 17, 822 
RNA compoiMiite, como carUlitíLdor 79 l - 792 
Rb sislfjnii f>ara configuração 9 1 
Rbb ! sinais de seqüéncja de Tecmnbinasãui 767 
RU486 366 

rubisco 581-592, 588, 592, 594 
rubiaío atrvasc 588 

HuBP carbcacilase^üxigenaae 581-582, 592| veia também 
rubiflct^. 


s 

.8 Í enf mpií) ) 5*. *1. 6ÍI, 68 1 23- 1 24, 1 96- 1 97, 364, 183-384 
b \ si nlese) . fase, l íçló ççlg l;ir 166, :1*9 
Sabalini, David 8)4 

sacarose, cenlrifnguçüo isupicnica em meiu de 32 33 
sacatose 

como dissacaiíden 232 
digestan da, 425 
mo nos sacar ideo, como 225 
síntese 571 , 576, 588,591 

itanspTiíte ima vegetais, função de 232, 57 í -572, 588 
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wciroif 6 fohfjtLi hi nUw 576, 592 
JmítJw nrnp n trfr rufar 1 H , 7 1 3 , Tfakíll 1 
S - jdfnoiilinrl imniuíH vrji sduMet 
S-jJtnaultimtiLihlrtfth i idnfld 1 301,630 
ul 6K 

ulivülki MB 

MuoJteftlQ 

Unvv&rifhinwruih 1H-Ü1 éIí)4M 
Minurbon Wnwf Ml JB! 

Softr. hmkrtdí. 271 
Sinjvr. i^jilnuiflirnh- de !J I 

iin^tr r fliuib ui^lunM, mi utnlviti hanfUiiii e 

V4.320, M$,bH? 6XK,K30 
üntpí* *iv*>4n*ir htf 
Wrtn f 


mrutiMlixnp m *V> ftfwKku» Ml7-*éí 
pil73-*M0 



íwütmu ImcTrtflpidftfll de Imidide* 49 

iltiir lie l»n, 1^4.1, liiumm I y* 

tilki* ilivu* I yt, I 91 , 2 i 5, »»■ 600. 604-605 

uiitss, álvu 69.5 694, 7*4 

kbck, Hndpr 7617 

Soiiih. Himiltim UNI 

sttRNA J8.VA flllLtn |m|um"! 7ni 

hnfl.\l“ !l jhnllikkr.^ilnlrinj hmlnf Tíi-JlJ 

uKk. J.'J,Ml‘ NW 

**Jin iflnwít 

«crimifei MW.M7 «JU 
rttnuufuiflrdr HJ. U7 
ncmitimuiilit MÍ-HB 
k4dBrimdui> m-ULW 
eÜfaofel 

|4tnmi Hnnui lV m : Hi.lS J» 

UlHftalIr m.LTtvíLviM MM *77 
wtrd*V*L Ar |2> 124 

**«1*161.1*1. »» 

IU.«47 TtMW 

«wl| I» 

Wb. m f«-*a ?>*, O*. #37. MI 
5j»nm v«u«v «. I ii 
SuhL IrmÚm 7J9 

i* «.w 20 21, ut, Sh i 


SíJhlur 0. 4 iM(m dr JMIOL M2. tf* 

SihiüJwJf 

Sddti, Hdn 2 in 
uik^iiibHe T fcuftiiii 4SX 5 IH 

pt)P«ili> uweriWK LtluUi luPliiwh^Liinn JH, J3/-J5S 

irf*vtamnwi)l7l.*M.#33 

iílriukliaurtnit 94 

x rrtiífci^itíp vkimeika de liaria púf-íTtp*ttiM:L- 
rrwiHu tJtpi>B46ífal) Wl 
wmínltfh 

P-nsUÍ»çhi 47H 

jdknnriPUÍiifw 364 

jVPrJuriLn dl* 431, 466, M, 370-57 1 

ij&mnnatn 610-6] I 

trud^knAla m JM, 67! 

«tqtièiuiii eocHwniicf 
iíNA-dlku de llpç*» P70 
dcmcnluh dempnitd hnfmohiü Pv n 
prumi mire h 774. K47 
prxHftnjp. Jlfl 2N 
lequtnd* V W* 
bcquentrU, httOUlltifij 2,66 

hhjoÍisjLí. rttiifthf l imeiUn de 7 1 5, 777, RH 1 . RÍS2. BB6 
^Uettí-UJncflln 

í»n*rv wvUmtt Uti e idctinf*^*' KK7. »W 

Mium i-iUinl í?l 
<dl9Li«rf4Hln>h W 



tuhtitmM niHUhJip pii 747 
lutmrUip, MihrniMJd ikslK«^t|3|i->l2]>2l( 
uitarilm i unu dr jtmiLhb 2 1 6-2 1 7 
huhrtrjn'., etmrru* til. 144 1%, m W.207 
nib^triiu, (cuíurilji.Ji. ju nível du ÍI7, 41b 
iLihttrjTHi, KJ^.ii' Iipmít.uL |vtii 476-427 
«WCWHW JciidrrtSFMviM' «W, «■*» 4^), Ü2 1 + 522,527 
üLKirituici liaquiiM** 44Ji 

hWUiWt» 

ATK *ló[e»e lNi 5J | 
ciçlci dn JL-ldn L-iríitCP 444. 44P 
^Jkiinni^EtcHV ühH 

fjimu In 1 1 1, min dii457,4S#, 570-571 
reifulrii^u inltucandriil 51 K, !> 1 4?, .521 
íuq;íjsíI-( csA 

ic\Am pneu, «*lt Um» d» 474, 475, 44U1-4X1 
Bminoíiidm |tlkuf|£nlc« «3K 
ItmiMicUkn, dot 5fl7 

l'ií3l> díi , 1 | liU ■ dlrko HH, 45.1, 474 
liidrnh w i.U ■, iwunii * dj rncrp livre pidrao ++H 
buiL idv>. uulividum 207 
mkidii, UTihkhn¥h 207, Mnv, AM. *7ft-ft77 
«iUrti«47 

kulkinM? 

HiKUfkH. kkk-i wi. 34*. 555 


aiinoiikJn ithnhhtMhiP ■»n>o irtmnuçki 4-5. i7 
díMAp I0J7 

MBll hilltPhjfTtrl J I luiitinr 


| pfot dqtrk 
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HL puçv' ptif. ikk> « i rti^tJiin ■* 3- ■ 4* 
untar W5 k5J(w« 7 
uwtiwiifu 13* ní. iVP.vn.M>l WI 
HíAtr. ttlM 3JM 

■±M?- PWV 7»^>í 

5fcq*£i 54 1 
duenukr. luivt i!B 

*M&cu.Ad»2Jl.2>#. 316 


wcfru.itiW^lLi 144 
limnru. mndri>ill32l6 
unúii nrm ÍÜV40) M juí 
ptmpdih.il Mimu rtarrviiwf ?Il3 

hiuh de um|ueiu.M ile nxirmh*iw^*> P#SS) 7h7 

ureil, Inpjrl ftXi. «ximeihlJP 1 1* 

urul Mj, j,it, Hjj liiiikiiHlejvJ^niihi, lumílu^âidr 
bimjyliuKit í wfri. liiimiiuitzaifJiil 
.-nmplemen tjmUtk e cupetLtkwlidf J4fl 
eftlar MH 

tiH^tuJ.dkniihihpl 251. Mf 
lipiilimcrtmci i 4 ?! 

membrurwhi tMOhpLpptfldiirifh * wt eptLina de 301 
mflfeular í vttIjí Ijmhírii K|jutiiJ« meniügeLip) 34ü. 
pmtetniu íntenruliiJIJ 
íérmlno iL.i dntne +le poLIpeptitktm 
sin^ime 344 
ilnlcw. 651 

dnlnv di»h urrtlntpiddhih 
>-fbtfafii«Tilíí *l,i 647 
ü LrflnjjluiJMHm t J 647 
cnrúnuta, ocuthí inltrnwdilílo diM feJO 
KLuidjnt, linioc d* 6M 
iiulniueul ii < piruifidii t p «50 


Mipn íM^r IJA I U 
ii|vt trikr,j4nuiUilr4r722 


25H-27I 


uvfjraáVirulk 1*.** tc. MC V13 
uftnuá um KiniAi 142# RlB 
«MFL^NF. tMtpfcw ríuntiNH.i Hvml iW 


T 

t ito4ürM T - J -l i7%. 242. 516,674 h7\ 7^ 

T, IIWA M ie« 

T, hemifdnlteAj 

T. Inrfd.it.1* lvfX.i»E 1 1 1 72. I 73. 242. J 14, 674-4^. 7V5 
X lilÉlldiM IH >73 

r. iuc.uiiu y*t 

LÜMuh.viru> nutitcitiki I ** 


unijhivv mi 

Iarki, ikwnv» de i> X! 
twnov «iMl 

r.i.fj 1 1 iNA pnltmciw! 4W 
tirLuiLO, #hb 47 
Títitm, tdwml 71.4-714 
tüujEHídlku. Itidi» 4fifi 
t^uiAiiiíítiii 1H Wti 716 

Ti*y 5uih.*, tkien^í dc 

l;.tilüUp kiíuli* I dinEúuai) 172. 175, 176 
tei-Edds uilEurn de 903 

imdíih, vi-íj iHiilbíni vmnur c plujma Ean^kilrm-i 
enhaki |nir.i lekii' 1 ! M I 
pepqiiLM hmqjLHmkM 17. 32 33 
rejeiçflíi 175 

ljm|M'ii.nnf nn» Lhinlru vhiíh^Om dn pH 74 
técoktJ 
tilocmui» 

dcHUturMú dc âditJh nuilfiií»» 26? 

I >NA . dtvpHeni |K»f cndnnutlnaiCT tk reMriçln 7 1 5. 
fWl Ntl. MA, »V4 


d* iínícw 6M 
hü. HÍ4-N551 


rfnn»fii^*c MJ' 104. 112 MJ, 271. 7Z3.W4-M5. AW 
dn n^kilvcTum.** fxv nmuçhi, «pedp™rlru dr 


H14UIÍ litn tlHCiomiricllEP ItK), 613 <W4 
ch|i«iítilinrtmcirn «4 

cffMCIKMTWtril dcnuiu (M5/MM 1I2-H3. 243. 2flfl 

rhfhptlkiHdpiiN 546 547 

kikn^lfl ucMlkirkà 104 

ÍTiHirâ jw çnwy4 fn iula .Mu-, 

liiNid^ltxlr huliti nudhuüM 

iukj|u riâmniVÉiii, iinr^i» pM lfl r 1 74, iSa. 452, 

73J 



lrmpiinaAi(t>drri(1him. wqfltihumnav dat 511 

fíitKL miKi(hi (mn JM 

UV ukf^e^i, li* be 64, 2*. 267,795, 
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7IS, TfT .Tm 

lenfKfJiUtj S*. lli, Wk J4Í 
hrmpvTiiLUj ibw4uU 5*. l*Jl Í41 
M 1-v* 2M. 2J7 
knw :T: cu#ii, SfuwndnOnu 165 
■mifliiM 154 


mJm MhOhüP 255 2V. 


ikviumiJiiii I» 
mufkiòiiu I M. M6 
piUWtfUv5N Iool 13M>2 
l'miniLn 1 tkiA.i.l4m M2. 143. 143 
IrrvUTUk, ,n|tf||íbn 2U> 
i4mnu, detnHonçM 15 
nrmíMffln 

A C F, rr»n*i r^ia A» 776-777 
UNA. itpIcAfiof dntehf- 745 
pallpeplitlçn. iltllnr M2h 
pfotClPHM, hlntew A|0, « IA HS7. 626 
HNA, Mnswe 779 
RMA.irjrt.lv FM» 776-777 
vInujI, hlnd ,idi 
lermlnnU, rvMldimh 97 4N. R31 
tetnllnnl I rqmtfef üjip H-H-1 J155 
termiiul, nsepUir vle flílrtnm 419 
tcrminti, (.'dAiiis MliH. Klh-HI 7, ílín 
rdrriJirui, fjnen?h?l7R 
rérmjp*i, uiuJl, dolrte dc R.NA 776-777 
M» 215.^.16 
lettnodJnirnkj 

Al? crtt vijwvAn Rquou .54| 

Ftíviifrttnkj.jniiHlpKH d# 3H3-W4 

mmlMki jMdikti IH. 3W,. 5ft7. 3Í7 JWS. 309-390 

auliiniA. uávOmui 6* 

mnpj kNÉ^kÉ,lnniluniu<Aci 583^344 

carripA Rtiç (w* rhcigpji lirtri 

cnulpu ! th ». 56. Mt. 1#1 M 

CAU1|U. v«f ihüi dl rJHu t Hl 50 

l.íi 6h.6i5.6H, 125-124. 196-197. »3. 3«3 4*4 
rMni|ti. wlhKkMÍt - JdU 5i M. J Ifr. 383-3Í4 
cnniBM. cjldiw 19.4 


tuurs rn«D 4r*3, 26# 2». £#* 2W 
k»dí3#4 5*4 

kndiML* Í41 



[finuffiKW 3J7. 53# M 7©4 
irnn^nwu 4.to 
rèni ;pLrfirtj W 
KHUlkM ft4h* O0n 

Vdiuülira #52 -Ml 
icir^blmbkipierbrb* 5»n. 505, 50Ã 
MTJhdrtrhdjIii 

ckto iki luib) rflrk» 

dTMF vmrtir itc 67? 

Iljti-Iiu r mrtJhiikimn du 496, vt, 30d, Mr 
hiitidiEU, mtutwliirtin lU w 
niirLi^nitK mewbulhmii hkv 624 
timídiJiUii. hlnfnr de 672 
[CTMrtudetUldeiiM OtKI 
ItfniWR 225 226 
líinrnpsEni, leirnimd 695 
li pliimldEii HdR H99 
tu min, 1 1 vlUiniiiiii H, \ 420, 442 r 444 

[iu/iilidill.i. illlrl 6nil 

uUfíihJa e memhfBiuh nlpUmice 2U, 54 1 
ATT dlrtJWí 534 
cJtncramtM 517 
F,Ji. n>mpl«ií .5.5.3-554 
prpdirnEr de Jifrtinn* Uriví* doi 552-553 
piflinnilm hniBriin H4 
PDimnilin ijue dminmi huMi 
prnMnu. nui l *h,4h de #3# 
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L Lm. ítrftflíportB atrave* da membrana interna) 637 
timidilalo 672, 7?2 
timidilato sim*se 672 
Jimidina 733 
ti mina 

degradado 674-673 
déaamlnaçáo 269 
dímercw 269-27D 
UNA 2,40-251, 672, 750,850 
melilases 271 

cy-metilguaninà, rrtUtàHfdii 753 
timo 172, 372 
tiüemlacetaL 4L5 

lin-galactoaídeo transacetilase 84y 
lÍLit 442 

linfas? 4? 1,477, 480,624 

li6li*e 471 

lituedoxina 67 L 

ticuedoxiiia mluCímí 67 1 

tireoElobina 699- 7Í.XS 

tircáide, glândula 699: 7CXJ 

tirenideanoa, hormônios 363. 696, 694-7UÜ 

tirosina quinasc 370-371 

tirosina, proteína quinase especifica pu ra a 346 

tlfosLna. 

aminoáddos 54)3 
cateoofam IjiíIS 69H-699 
oódons 809 
glicose, síntese da 33 J 
isolamento 89-90 
R, brupo aromático 92 
resíduos 346 
iiolesÉ 650. 651, 6*0 
végefai*. síntese nos 6*0 

tiiotrolina. boeminks liherador da 98, 340, 694, 697 

liroxina 1*699-71)0 

tiiulaçào, cuivas de 76, 77, 93, 98 

tocaferóis 293 

todo-rraris-rctinaL 293, 360, 333 
Tom (transporte através da membrana externa) 83? 
tOpoUometWe 723, 741 
bkienergáiica 395 
DNA. «pllarçao 741,742, 745 
euCarriatO-S 72* 

RNA, transcriçio 772,772. 781 
topologia DNA 720 
trabalho químico 7, 399 
tradução 806 
l ransami nação 

ti, cemglutaraio 631, 494 
amínííáddos, catabolismo dos 498 
aspartsrto 31(1 
eido do ácido dl rico 453 
gliconeogínese nas setiimteji 571 
glutamatu 506-507,643, 630 
nitrogénio. metabolismo do 624 
trníkjyurvitiasÉ gLulamato-ooealoacctalo no Sóro fSGOT'1 
631 

transcemW 433, 584 
tranKriçSo, ativaçáo K66-R67 
transcrição, bolha de 772 
transcrição, fator TTTLL? 867 868 
transcrição, fatores basais 866- 867 
iran*crição, fatores de 777, 87Ü, 871 
i mníaiçiü 
tilen unção K59 
ativação 869, 87(1 
complexidade da estrutura 261 
Si. cd£j, na 847 
inibiçáo 779 

iniciaçào 772, 774, 846, 836, 663 
montagem 1366-867 
mR-NA 829 

niidéotldeoa', síntese dos 66(i 

r subunidíide, RNA potimerase 772 

rcgulaçi& 363. 697. 776-777, 847, 850-851, 867 868, 

670 

RNA poli me rase 772, 847, 856, 867-868 
RNA, síntese de 26-27, 771. 847, 856 
STAfa (transdiiçáo do sinal e arivadorc* da sranscri- 
ção) 704 

.oiper-ínrolamenro 7L9 
I opoldgiOM* problemas 772 
Irunscrilo çrtmárle 779 
IníHí-delta' -hutenoíbAOP 6(H 
trans-ddta^-dodeoetUCiil -CoA 4 7() 
r na n í- delta ! - dodee eíi oi l ■ CoA 470 
inani- delta J -enod-CoA 476 
rruíis-dclta'' -enoii-CoA 470 
iran-sdesaminaçâo 631 
iniitsdLi^o 7. 301, 36C, 398, 515, 344 
transdução sensurial na visão, na ol fação e no |» Iodai 
3 56-337 

bLossinalixaçSQ 556-357 
células cone e visão das cores .3*0 
luz no olho dos vertebrado* 356-357 
olfato e paladar nos verfébíídofl 5* I 
sinal visual, término 360 
Lransdud na 36(1 


Iransesteriflcacáfi 298, 790 
transeslérificaçlo 791-792, 801 
transferaséí 19(1,412, 836 
transferriivi 687-688 
trausfoflfòriii^O 396-397 
transiçào, estado» de, enriena* 

complementaridade L94, 207, 108 
otimização das intei&çiks fraca* 1 94 
transido* temperatura de 305 
tnuwíçtoi teoria do estado de 193 
transli)Ciiç3o 826, 834, 837 
transi ocíise 827-818 

transmembrana, domínio integral fV„) 323 
transmembrana, gradknte tk pH 399 
transmembrana, passagem 3I7-31K 
Iransmcmbrana, poro 324 

Iransmcmbrana, potencial eletricu .14 1 . 146. 138, 687-6H8 
iranspiração 81 

i rnUíiportadojTes e sistemas de transporte; veja também 
AT Pás**, canais iúnicoa 
transduifSo tk sinais 

fotossintese e ciclo d( Clabnn 588 
membrana, plaarníilica 5i) 
mitocondrial 515 
proteínas integrais 313 314 
transporte ativai 122, 195 
transporte passivo 316 
transporte, vedada de 62 1 
transporte alivo 322, 395 
transporie ativjj primário 322 
transporte ativo secuildirin 322, 317 
transporte através d* membram externa 837 
transposons 7LB, 755, 763. 764, 795-796 
tnansposons simples 764 
trcaJfhse 232, 425 
i rei i nina desidratasc 235-216 
treonitti 

uíliruídcídíW, degradarão doa 501, 507, 508 
isoletidna, sinOfse; da *50, 651 
metabolismo 10- II 
poLipeptídcu, síntese 808 
R, grupo, poLar, nâo canegud* 92 
slnteae 650 

TRH (hormônio liberador da tireotrufina ) 98, 34LI, 694, 
697 

triadlgLicerdis 282, wja também ácidos graxos 
ainiarennmento de energia e isolamento 282, 465 
digcstfio 46* 

energia na hibernado 466, 471 
ésteres de ácidos graxos e glicuTnl 282 
iej um *90 

mobilizaçáo 4Wc-4*7, 690 
.sintesÉ ttiis 477, 6I0-6J I 
triácUgticeríM lipase 553, *9t) 
triacUgllcero] lifVíiw;, hormônio sensível 466-467 
trica rboxllic-o-S, iddos 45b 
tricarboxilicns, ciclu dos ácidos 442 
Trickanympka 235-236 
triestearina 282 

I ri fb*fatn. divagem, A1'P 475 
tríjodotLronina ( T -, j c-i 9 9 - 7 lh ii 
trlrntckòfídws 8(M1 

triosr fosfato isomeraae 4 1 3, 5R2 
trlosc foslatti 

cloroplasto, sistema de transporte 588 

diôsido de carbono, HsstmiladSô/fiááíS^ fbtma(ntese 

regulação vegetal 59 J 
ti iiinf i^uinaae -125 
tripnlmiilna 282 
tripa nüSsomas 664 
trlple x, fôrma dô DNA 262 
trlpslna 111,11 2, 239-220. 109, 83 L -832 
tripsÍLiogério 182 
triptofauo 2,3-oxigenaw 608 
triptofaiio sintase 65(1 
triptofanci 
Lôdon 809 

degradado : jxidativa 50J ,511 
desidrata ç*6 do 503 
R, grupo acomitioo 92 
rcgulaciki gétiKU 858 8-59 
HÍntcsr 650 

I I iHfjeartdeo, ponte 237-218 
a Ha ÍLh, maniacáo com 735 

1RNA (RNA de transferência) 25D, 771 
adaptadores, como 806 
bnses mod ificada* 780-78 1 , 790 
carregado 816-817 

códon-a ntieddon, panas mento 809, 8J2, 825 

cucariotos 780 -781 

funcáo 250, 264 

LntrOns 7B5, 7B7 

minnr 828-829 

cuilocontlrLal 719 

nüo-í .iirmgiilíi (dejciladn) 827-828 

nomenclatura 8 íí7-808 

precursor RN As ?k“ 

segundo código genéria*. Q :tuo 82 1 -822 


síntese 776-777 

síntese de proteínas 806, 809, 812, 8 16 
I ra nscriptase reversa para síntese do DNA 794 
i RNA ktiiklanina 265 
tftNA sojire-üwir 80 

troca génicii 756-757 

trocador cloretcr-bifaiboHlíO I bunda .11 306, 32íí 

tiDca-iflnka, crOmatografiu de 100, 103. 243 

trôficos, bormômns 700 

trnflnas 700 

tnvmhiná 220 

t nnnlvdcitcw 292 

tnrmlKixími sintase 609 

tnOmbojwinii 292, 6fl9, 609 

tnopomuiiiinji S84 

troponina 184,366 357 

rrp opemn 858-859 

Jbp repressor 659 

Tf^fwnflsoma frrwcet zfi£jcfesíe.i«f 664 

lubulina, formas a e )5 31-32 

tumor, fator necrático i TNF \ 372-373,697-898 

tu mor, genes supressores de 370-371 

tumcjr. linfAcitoa inflltranres 897-896 

tumor, prr>mc>lnres 356 

tunicamíeina 816 

turgor, pTcssão 26, 72 


u 

uhiquiuoL (QU*) 516-517, 521, 522, 547 
lihiquinol (QU ; 1 oxid-asc 525, 52/ 
ulvit[uinona (cncnzlma q, UQ) 294-295, 402, 5 L8, 5! 9, 
525 5 26,, 550-551,634 
ubiquini.mii citiXrcnpí> <■ iixidnrcdutasc 522 
ubiqnitinu 368 .169, 84(1-8-1 1 
ul tJHcen trifu ga ^ j u 466 467, *28 
UniuC c UmuCVproreLnaii 764 
UmuD c UmulV, proteínas 754 
universo 1,6-7 
uracifa 250-23 L , 6*9-670' 751 
uradla gliüisilase 750 
uratu oritlase 674 
unease 123, L69 190 
uréia 1 50, 487, 439-490-491, 494, 674 
uréia, ciclo da 494 

eido do ácido cítrico 495-496 
defeilHis genéticos 497 
ddeem inação ds via 498 
orn-iliiia 94, 647 
regulado 495 49* 
uréia, sinlese da 494, 497 
ureotélicos, animuis 494 
Urey, ] Lanold 57-53 
Urico, ácido 487,674 
ilrico, cristais do ácido 23 J, 237 
urioctálícos, animais 494 
uridrato ( 1 ÍM PI 395, 772. 786-787 
uridiLilaçSó 216-21.7, 643-644 
urldililtiansfera*!; 643-644 
urldinii 5' - nionofuidulm i.UMR) 6** *69 
urídina 5' -trifosfalo { LTP) 669-670 
uridina difosfato (UPF ) 392-391 
urina 494, 498, 577-578, 693, 695 
I.ÍV (uhtaviofeta) absorcáú da luz 44, 254, 267, 269 -271), 
293, 747 

UvrA, protetna 751, 764 
Uvt 15, prtrteína 7 5 1, 754 
Uvrti, proteína 75 1 
UvrD proteina 752, 754 

V 

V, ATPases dw (ií«i 3 2 1 

V, bomba de próton* do I Lpú ( vacuolar) 324 

vaca Louca, doemju. da 1 53 

van der Waals-. LnlcrnçíWs de 64, 70, 1 36. 254, 83 1 

Varmus, Harnld 795 

vatsftpressi na ( VP ) 29 1 , 700 

veniais v célula* vegetai* 

acetu.Lt! como eómbustlvel 457 
ncetil -CoA, nos 4*5 
ácidos gruos, síntese tios 6 1 II 
amido 232, 233, 575 
amino, grupo, Tcciclagem do 494 
aminnácidos, síntese dos 644-645, 651 
ATT', produção do 54ft 
biossíiUilcZil^ãO 3-1 II 

ca rboid tatos, regulação do metabolismo 588 
celulose 255 '236 
cL-stelna, síntese da 647 

curismato na slntere dos àmi ncfaddo* 630, 889 
DNA dos dómplastos tcpDNA! 1 719 
DNA, mitocondriaJ (mtDNA) 719 
fntossJntesc, como fonte de combustíveis 7. 28 
gliçólise 44)9, 451 
glJwralatOv delo do 457 
gliraxissoma* é pemvifaomas 458, 478 
hormônio* dó *re*ciméntn *6H), 898-899 
isopcntenLl piro fosfato, slntésé do 624 
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juniDnato ftlO-ftl I 

ndEticAcidrij, U^hiri Ui, >i icmlaEiva .525-52* 
íhüultí(í, itninüM: iU 57ft 
tr uhí íiihíéEil iffH 11 li j,, ,U) i4 L 
imptLji n: 


vtkKKktr iitkfcl | l^t lw.M.ílt-ílT 
vckKhkhk mhul IW 

^kvhJUib nUiuiu | YJt 144. AÍS. II 5- 2 1 * 
^ óikirtnaiinM ^^; l « 
*ekxidtik.coiutjnl * ãt lii 145. »> 
wfctHiai . comum * J * : t , í 2102 , 2 ÍM , 3 W 
«kxidfcVc^A.ida 14 J 

* rlcvüi*iiT «puviiP tk MiK»b Vknufl Jj 21 ® 


* 3 J 2e»4 

a 32*. %5±m 

C ^ÍlÍ 12*124, 112. 156, IW 
iítlB 

waLHiiimn: mm, «0.1 


Lrtxr. rtcunSfuiEiU íipEiti Kerevll Hítriu Use,, t LHOS .1 536- 

537-53* 

vjraJ. infecto 175. (73 

vir.ü. p rtifciFua 13 1 

virai, RN A 743, 744 

vird. transe ripí ut rmm ’V3„ ®J 

viru'iu 4 * 

W » HW 

«nu» híj mumihJrlkhiKM kumiuru 'HIV) i Th. 209. J| J- 
314 . 74 & 74 Í - 74 * 
vuáo (bom J 51-557. 560 

* A l rclmol i 24 i. 243. tJHH 
j(í 'damauí Ml *44 
j B.irdwfrviHi 40*404. 442 

* » j «thd *.«1 474, 47 S, 471, 50 L 

16 < ' fc.«V> «ACOrtMkTO} 577 571 
«(I Í4 J. 56, V 644 7DÜ 
B ít têfcmrkd 

II Pt • (« ánjdnJncá ' -> J 

■ í ( mM ) 2 * 3 . 2*4 245 ,* J 34 « 

6 K 2*t UI 

a S, : nu> 2*4 243. 541-544 

Ll ' 26 * * 45 . 516-517 



V„ ( yeLoridwle I hiciid ! 1 W, 21)5, 216-217 
Yttn Mcrinu, Jn«í 6«S 


w 

WjJkrr. rnhn F.. 52» 
urfiin 2*4 245 

WéImo t mi, fáf MiiKntu dt kutm Je 115-25*. 7TL m*. 

«11 

WTHITHnh Chion 4 » 

wioth*». Etk >72 *?J 

Wuru.JWJn#phc 141. (44 

X 

X. enuafeaar «W «15 

X, ruPvirMtakfrjAa por 5*, UJ. 126 146 



urtHU ltijèLmt Pi ?4 

Xrrt.ll, «anoa hJ 

«rodem» nráTriosãi (XP| 750. 731 
dvUl 

xdukHC 5 fnfalD 432. 433. 5M. 457 


UNA pmonut m 71* 

tJ4A virai Ml 

TINA. ikwulMr^áM d* JM 

cinJaxitKUTÍl+l Ml 

hunwita]. Iknm» uniihnliíjÇKií 173 

nTlHwdARKIi . MCflU I 72 

■ Kfw[to SW 

Tncmbrini. luUd de ,1 1 3 3 U 
ancegenci 370 
paTuicav, com ci 34 
pescjuiai blLMjulmiiu, iin 1H- 14 
rep1iu*v4o 256,717 7lh, Kl 5 
HtítjvfnjKi |rmnri*L de KNA noa 7lb, 743 
vj eíirumrii do l’NA híttcrwnj 7 17-7 tu 
™So 356-157 

í.*IliL*s Cone c hibtnMtH 356-, 1Ü7 
cm CniCii 356-357. .Hi<) 


ru Awr 

iw(«m6idn 2 1 7. 2*1. JM MQ.6.VI 
uioni (lado maiilniuil *02 . 442 
pumunulM 442 

piihJcnd knbto ÍWM pindoLri kxJirtCK PLH < 
piiKüoikwlii ^ niaH :, uimpkiDiLilvqipiEUMlú 
JrLidíiittrliiLr , l íUnjikrui da I 

inrjidcoMidHtM iiiUlOl («ia itl l iidruiLilal ij , K 4 
foJlto) 

VUJL ( llpiproErtn* de ilmudadc mnílo ham) 4*6, *24, 
*31 

V,, i potent ial dflrMui t ran unrmhnina ) 341, 34* 

Ci 1 , ci uai do 34 S 

canal jfrnfot hictHHW 33-324, 3J2 

r.Mflil do 343 

Ni.',cnnal do .1,12,345 

potencial de a^'i ftíuroFta), pnndu^iUn do 345 
v inn (velocidade máKlnu) 144. 2U5. 2t5-2L6 


V 

VAí kMiKiwiniia amfkuu da Iraknl Wl 
V.wJmla. Macamoiu 531 


z 

1. Utifiddlehl >43-344 

/. ditco di mioiihnV IN2 

Zn eaqucmj 54*- 544 

Z, farnu da RNA 2*4), 271,723 

Zamcnik, Tkul K05 

li^ciloii, \ i?oj4i.'pFír(u írjniiínijijjiorer 672 

íJm9iénw214 220, 4*7 
Mih(Ml3i 772, 744 
dncovdedo dc H52. üTO 
Zin kecnaiíc 1. 10 di 224 
iwillcrioni 45 
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1 

H 

1,008 


















2 

He 

4.003 

3 

Li 

6,94 

4 

Be 

9,01 












5 

B 

1031 

6 

C 

12,011 

7 

N 

14,01 

8 

O 

16,00 

9 

F 

19,00 

10 

Me 

20,18 

U 

Ki 

22,99 

12 

Mg 

2431 












13 

At 

26,90 

14 

Si 

2839 

15 

P 

30,97 

16 

s 

32,06 

17 

a 

3M5 

18 

Ar 

59,95 

19 

20 


2\ 

22 

23 

24 

25 

24 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

35 

34 

35 

34 

K 

Cê 


Sc 

Tt 

V 

Cr 

Mn 

Fe 

Co 

Ní 

Cu 

Zn 

G* 

Ge 

Aí 

Se 

Br 

Kr 

39,10 

40.08 


44,96 

4730 

50.94 

52,00 

54,94 

5535 

58,93 

58,71 

6335 

6507 

69,72 

72.59 

7432 

78.96 

79,90 

B3J0 

37 

38 


59 

40 

4L 

42 

43 

44 

45 

46 

47 

48 

49 

50 

51 

52 

53 

H 

Rb 

Sr , 


V 

Zr 

Nb 

Mo 

Te 

Ru 

Rh 

Pd 

Ag 

Cd 

lo 

Sn 

Sb 

Te 

1 

Xe 

85,47 

87,62 


883 1 

9102 

92.91 

95,94 

98,91 

101,07 

102,91 

106,4 

10737 

112,40 

11432 

1 1039 

121,75 

126,70 

126,90 

13130 

55 

56 

57-70 

71 

72 

73 

74 

75 

76 

77 

78 

79 

80 

81 

12 

83 

84 

85 

86 

Cs 

Ba 

* 

Lu 

Hf 

Ta 

W 

Re 

Os 

h 

Pt 

Au 

200%9 

Tl 

Pb 

Bi 

Pt) 

At 

Rn 

132,91 

137,34 


174,97 

178.49 

180,95 

183,85 

186,2 

1900 

1922 

195.091 

196,97 

204,37 

207,19 

208.98 

(209) 

£210) 

(222) 

87 

Pr 

Í223) 

Ra 

226,03 

89-102 

## 

103 

Lr 

262.il 

104 

Rf 

261,1] 

103 

Db 

262,11 

1 06 

s§ 

263,12 

107 

Bh 

264,12 

toa 

H$ 

265.13 

L09 

Mt 

268 

no 

Uun 

269 

111 

Uuu 

272 

112 

Uub 

277 


114 

Üuq 

289 


Uh 

Uuh 

289 


118 

Uuo 

293 


'Lintinldeot 
' ' Atiintdíi» 


57 

U 

138*91 

58 

Ce 

140,321 

59 

Pr 

140*9] 

60 

Md 

144,24 

61 

Pm 

144,9] 

62 

Sm 

150,36 

63 

Eu 

151*96 

64 

Gd 

157,23 

65 

Tb 

158,93 

66 

Dy 

162,50 

67 

Ho 

164,93 

68 

Er 

167*26 

69 

Tm 

168,93 

70 

Yb 

173X4 

«9 

Ac 

227.03 

90 

Th 

232.04 

91 

Pi 

231,04 

92 

V 

23833 

93 

Np 

237,05 

94 

Pu 

244.06 

95 

Am 

243,06 

9fr 

Cm 

247.07 

97 

Bk 

247,07 

98 

a 

251*08 

99 

Es 

252.08 

100 

Fm 

257,10 

101 

Md 

258,10 

102 

No 

259,10 


Abreviações 

ptr* *mliwáriJ« 

1 




A 

Ala 

Abuiini 

N 

Am 

Aiparagina 

B 

Aax 

Aaparagina ou Jipartalo 

P 

Pro 

Protina 

C 

Cy* 

Ciattini 

Q 

Gin 

Gluitmim 

D 

Aip 

Aspartato 

R 

Arg 

Arginuia 

E 

Glu 

Ülutamitü 

S 

Ser 

Serm* 

P 

Phe 

FtnUaianm* 

T 

Thr 

Treonint 

G 

Gly 

Glidni 

V 

Vai 

Valim 

H 

Hts 

Hlftldins 

W 

Trp 

Trlptufino 

1 

He 

Iiííleudna 

X 

■ — 

Ptscpíihccido ou iminnácidn nio usual 

K 

Lyi 

Liilna 

Y 

T>r 

TJ rotina 

L 

Leu 

Lrudni 

2 

GU 

Glu iam ma ou gJuLimato 

M 

Met 

Melion ma 





Aü t GU dn m AtscrsçAo du t&uluntm de píoceáimeriiGs analibo* em que Aip e Qls não são íioimenCe dutingiirikn ám suas unidas Am t Gbt 



UUU 

Pbe 

ucu 

Ser 

UAU 

iyi 

UGU 

Cji 

uuc 

Phe 

UCC 

Ser 

UAC 

Tyi 

UGC 

Cyt 

UUA 

Leu 

UCA 

Ser 

UAA 

Pt« 

UGA 

Pare 

UUG 

Leu 

UCG 

Ser 

UAG 

Pare 

UGG 

Trp 

cuu 

Leu 

CCU 

Pro 

CAU 

Hk 

CGU 

Aff 

cuc 

Leu 

CGC 

Pro 

CAC 

Ha 

CGC 

Arg 

CUA 

Leu 

CCA 

Pra 

CAA 

Gbi 

CGA 

Arg 

CUG 

Leu 

CCG 

Pm 

CAG 

Gin 

CGG 

Arg 

AUU 

He 

ACU 

Thr 

AAU 

Am 

AGU 

Ser 

AUC 

Ile 

ACC 

Thr 

AAC 

Air 

AGC 

Ser 

AUA 

lie 

ACA 

Thr 

AAA 

Lyi 

AGA 

Arg 

AUG 

Mct* 

ACG 

Thr 

AÀG 

Ly* 

AGG 

Arg 

GUU 

Vil 

GCU 

Ala 

GAU 

Aap 

GGU 

Gly 

GUC 

Vai 

GCC 

Ala 

GAC 

Afp 

GGC 

cv 

GUA 

Vai 

GCA 

Ala 

GAA 

Glu 

GGA 

Gly 

CUG 

Vai 

GCG 

Ala 

GAG 

Glu 

GCG 

Gly 


"AUG lambém fundona 
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Alguns fatores de convereân Alguma* constantes física s, com símbolos e valores 


Comprimento 

km = lOmm - lüVm - 10' nm 
= U/A = 0,394 iti 

Unidade dc massa atômica 
{dáltOfl) 

amo 

1,661 x |0- M g 


lia = 2,54ctn 

Número de ÀTOgadro 

tf 

6,022 x líP/moL 

Massa 

lg = lQ" 3 kg = lÓ 3 mg = 10 fi pg 

Becquerel 

Bq 

ldps 


= 3,53 x 10r 2 t>z 
loz “ 28, 3g 

Constante de Boltzmann 

k 

1,381 x 1(T 23 )/K; 
3,298 x ItrtalyK 

Temperatura 

n C= WF-32) 

Curie 

Ci 

3,70 x I0°dps 

Energia 

K=°C+-273 

1| = LG f erg = 0>239cal 

Elétron volt 

eV 

1,602 X IO- 1 ’!; 
3,828 x lO^cal 

leal = 4„1&4J 

Constante de Faraday 

J 

96-48 0JA' r * tnol 

Pressão 

ltorr - ImmHg = l h 32 x l(T 3 atm 

Constante dos gases. 

R 

l,987cal/mol ■ K; 
8,3151/mol ■ K 


= 1,333 x IO s Pa 
Utm = 7ÕÊtorr = 1,01 x It^Pa 

Constante de Planck 

h 

1,584 x lCr H eaJ ■ j; 
6,626 x IG*J - i 

Radioatividade 

1 Ci = 3,7 x 10"'dps = 37GBq 
l.OOOdpm = 16,7Bq 

Velocidade da lu* 
(no vicuo) 

c 

2,998 x |Q tD cm/& 


Abreviações dai; unidades 


A 

ampere 

kDa 

quilodâltpn 

A 

angstrom 

n 

quilojoule 

atm 

atmosfera 

kPa 

quilopasca! 

Bq 

becquerel 

L 

litro 

C 

coulomb 

M 

molar (concentração) 

*C 

grau Celsius 

m 

metro 

cal 

caloria 

mg 

miligrama 

Ci 

curie 

min 

minuto 

cm 

centímetro 

mL 

mililitro 

cpm 

impulsos por minuto 

mm 

milímetro 

Da 

dilton 

rninHg 

milímetros de mercúrio (pressão) 

dm 

decimetro 

mV 

milivolt 

dpm 

desintegrações por minuto 

pm 

micrôinetro 

dps 

desintegrações por segundo 

prriol 

mkromol 

J 

faraday 

N 

normal (concentração) 

G 

gauss 

nm 

nanômetro 

8 

grama 

Pa 

pascal 

GBq 

gígabecquerel 

r 

revolução 

h 

hora 

5 

unidade Svcdberg 

I ' 

joule 

3 

segundo 

K 

kclvin 

V 

volt 

kcal ■ 

quilocaloria 




Alguns 

prefixos usados no 

sistema internacional de unidades 


10 9 

giga 

G 

IO 3 

míli 

m 

10 f 

mega 

M 

IO" 6 

micro 

F 

10* 

quilo 

k 

1CT 9 

nano 

n 

LQ” 1 

deci 

d 

ir Li 

pico 

p 

nr 1 

centí 

t 

icr l& 

femtc 

f 




Constantes matemáticas 



ti • 3,1416 
e 2,718 

lfiJE 2 f 303 logt&* 


Tabela Periódica dos Elementos 


** 








